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Abréviations

(1) : désigne une molécule

1 : désigne un pic présent sur un chromatogramme

[1] : désigne une référence bibliographique

ACN : Acétonitrile

AHs : Anthelminthiques de synthese

AMM : Autorisation de Mise sur le Marche

BAW : Butanol/Acide acétique/Eau : 4/1/5 (v/v/v)

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CHCI3 : Chloroforme

CLHP-BD : Chromatographie Liquide Haute Performance couplée a un détecteur a barrette
de diode

UPLC®-ESI-QTOF-SMF : Chromatographie Liquide Ultra Performance couplée & un
spectrométre de masse avec une source électrospray et un analyseur de type quadripéle a
temps de vol

CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona : Chromatographie Liquide Ultra Haute Performance couplée
a un spectrométre de masse en tandem avec une source électrospray et un analyseur a
trappe d'ions et un détecteur Corona

d : densité

DCI : dénomination Commune Internationale

DLso : Dose létale provoquant la mort de 50% d’une population animale donnée

DMSO : Diméthylsulfoxide

ECso : Concentration efficace a laquelle 50% de I'activité ciblée est inhibée

EGCG : Epigallocatéchine gallate

EHA : Egg Hatch Assay : Test d'éclosion des ceufs

HFC : Extrait cyclohexane d’Hydnellum ferrugineum

HFD : Extrait dichlorométhane d'Hydnellum ferrugineum

HFE : Extrait aqueux d’Hydnellum ferrugineum

HFM : Extrait méthanolique d'Hydnellum ferrugineum

H,0 : Eau

HCOOH : Acide formique

ICys : Intervalle de confiance pour lequel 95 % des valeurs se trouvent dedans
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IM : Intra-Musculaire

LEIA : Larval Exhealthment Inhibition Assay : Test de dégainement des larves
MeOH : Méthanol

mm : millimetre

MM : Masse Moléculaire
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m/z : rapport masse / charge

N : nombre d’ceufs

OPG : CEufs par Grammes de Feces

PBS : tampon phosphate salin

PCR : Réaction en chaine par polymérase

PEP : Prolyl Endopetidase

PNC : Extrait cyclohexane de Phellodon niger
PND : Extrait dichlorométhane de Phellodon niger
PNE : Extrait aqueux de Phellodon niger

PNM : Extrait méthanolique de Phellodon niger
Rf : Rapport frontal

SC : Sous cutanée

sh : épaulement

t/min : Tours par minute

TC : Trans-cutanée

TI : Trappe d'ions

VO : Voie Orale
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Lexique

Ataxie = Pathologie neuromusculaire consistant en un manque de coordination fine des

mouvements volontaires, liée a une atteinte du systéme nerveux.

Hyperesthésie = Exagération physiologique ou pathologique de I'acuité visuelle et de la

sensibilité des divers sens.

Intrants = Ce sont les différents produits nécessaires au fonctionnement de I'exploitation
agricole provenant du marché extérieur. Cela inclut les engrais, les produits
phytosanitaires, les activateurs / retardateurs de croissance, les aliments pour animaux

non produits a la ferme et les médicaments.

Monoxene : Parasites qui n‘ont besoin que d’un seul hote durant toute leur vie. On parle
d'hote définitif.

Pour-on = Application en épicutané pour controler la présence d'ectoparasites. C'est une
des techniques d'appat vivant facile a administrer puisqu'il s'achéte en formules prétes a
I'emploi et qu'il ne requiert aucun bain, couloir d'aspersion ni matériel d'aspersion a main
ou a pression. En revanche, les formulations, sous forme d'huile, sont fournies en sachets
ou dans des bouteilles qu'il faut verser sur le dos de I'animal en partant normalement de

la base du cou vers la queue.
Rémanence = Durée pendant laquelle un traitement continue a exercer son action.

Sporée = Ensemble des spores recueillies sous le chapeau d'un champignon pour

connaitre la couleur et I'aspect des spores .

Tératogénicité = Effet indésirable potentiel provoqué par certains médicaments
provoquant des anomalies ou des déformations feetales. L'utilisation de ces médicaments

est contre-indiquée chez la femme enceinte.

Tubuline = Protéine structurale qui, polymérisée, constitue les microtubules.
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Introduction

Les traitements antiparasitaires représentent un enjeu économique capital en
pharmacie vétérinaire. Or, lI'efficacité des molécules utilisées dans les schémas
thérapeutiques classiques est considérablement menacée par I'émergence de résistances
des parasites vis a vis des traitements [1]. L'industrie pharmaceutique est de plus en plus
démunie face a cette problématique. Il est donc urgent de proposer des alternatives. De
plus, un des souhaits profonds en Europe est de voir diminuer la part des intrants*
chimiques (comme le sont les médicaments antiparasitaires de synthése) dans les
produits alimentaires. C'est dans ce cadre que le projet CARES a pris naissance en
partenariat avec 5 pays européens dont la France via I'école vétérinaire de Toulouse [2].
Ses objectifs sont d'améliorer le délai de diagnostic de résistance et d'améliorer I'efficacité
d'anthelminthiques disponibles. Plus particulierement, ce projet souhaite proposer des
solutions alternatives pour contrbler les nématodes gastro-intestinaux, résistants aussi
aux anthelminthiques de synthese, et d’appliquer ces méthodes aux conditions d’élevage.
En effet, le parasite étudié Haemonchus contortus, hématophage, est responsable de
pertes importantes de production dans les élevages d’ovins et caprins. Il provoque une
altération de I'état général des animaux : troubles digestifs, perte de poids, anémie,
altération de la qualité de la laine et de la capacité de reproduction. La pathologie
provoquée par ce parasite est appelée haemonchose. Les pays tropicaux sont
principalement touchés en raison d'une grande capacité d’adaptation aux variations
climatiques de ce parasite. L'étude de Qamar et al, en 2009 [3], démontre que les ovins
sont principalement touchés lors des saisons chaudes, soit de juin a aodt. Les solutions
alternatives seraient d’utiliser des produits naturels. Des études précédentes sur le
sainfoin (Onobrychis sp.), une plante fourragere, ont été réalisées au sein du laboratoire
PEPS [4] et ont montré le role des tanins et des flavonols glycosylés dans I'éradiquation
d’Haemonchus contortus. A la suite de cette étude, des granulés de sainfoin sont donnés

aux moutons a I'école vétérinaire.

De la méme facon, l'exploitation des ressources mycologiques percues comme
naturelles, pourraient conduire au méme résultat. Il existe en Europe plus de 6000
especes de champignons sauvages, participant activement a la richesse de la biodiversité
végétale européenne. Dans les foréts frangaises, ce sont plus de 3000 especes différentes

qui peuvent étre cueillies dont environ 500 sont comestibles. Les champignons font partie
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des produits naturels les plus anciennement consommés par I'homme. Toutefois, seules
quelques dizaines d’especes ont un réel intérét économique. Les autres, apparaissant de
faible valeur, sont actuellement non consommées malgré un intérét notable par le passé ;
ce sont les champignons dits « oubliés ». Leurs propriétés nutritives en Europe et
médicinales en Chine, ont été étudiées depuis des temps tres anciens. Un certain nombre
d’especes de champignons ont été reportées lors de ces dernieres années comme
possédant des propriétés antioxydantes dont Lactarius deliciosus [5]. De plus, des
activités antimicrobiennes ont été découvertes sur Russula delica [6]. De ce fait, les
multiples applications et usages possibles font de ces champignons de véritables sources
de produits a haute valeur ajoutée tels que des aromatisants, des colorants, des additifs
et des compléments alimentaires, voire des médicaments. Malheureusement, ces voies de
la mycothérapie sont encore peu exploitées en Europe en comparaison a |'Asie. Ces
« champignons oubliés » constituent donc une bioressource notable et non concurrentielle
du secteur alimentaire, pour le développement de nouveaux bioproduits pour des
applications en industries agro-alimentaire et pharmaceutique.

En paralléle du projet européen CARES portant sur la recherche de nouveaux
composeés antiparasitaires, le travail présenté ici fait partie intégrante d'un projet régional
visant a la valorisation des champignons oubliés. En 2011, le laboratoire de chimie agro-
industrielle (LCA), PHARMA-DEV et la société PEBEYRE SAS ont mis en place le projet
MYCORAFF, suivi en 2013 par le projet MYCOVAL, tous deux co-financés par le Conseil
Régional Midi-Pyrénées visant a valoriser les molécules d'intérét de ces extraits fongiques
dans le domaine alimentaire, aromatique, médicinal : anti-oxydant et anti-bactérien.

Dans ce cadre, de récents travaux portant sur l'activité anthelminthique d’extraits de
champignons, ont montré qu'ils pouvaient étre a l'origine de découvertes prometteuses
dans le domaine de la pharmacologie antiparasitaire [7]. Ces résultats préliminaires ont
été approfondis pour consolider leur potentiel thérapeutique antiparasitaire afin
d’envisager a terme la mise en place en Midi-Pyrénées d’une filiere de mycothérapie :
c'est |'objectif du présent projet MYCOVAL. Mon stage de master 2 s’est déroulé dans ce
contexte au sein du laboratoire PHARMA-DEV. Il visait a étudier la composition chimique
d’extraits de Phellodon niger et d'Hydnellum ferrugineum et de corréler I'activité
antiparasitaire éventuelle a la présence de métabolites secondaires particuliers ainsi que
disoler la (ou les) molécule(s) responsable(s) de cette activité biologique par

fractionnement bioguidé.
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L'objectif de cette thése est d'illustrer l'intérét des métabolites secondaires
fongiques antiparasitaires comme alternative aux traitements classiques. Aussi, apres une
premiere partie présentant des généralités sur les strongyloses gastro-intestinales et leurs
traitements allopathiques, une seconde partie traitera les alternatives en place et celles a
développer notamment a I'école vétérinaire de Toulouse. Dans une troisiéme partie,
j'exposerai mes travaux personnels réalisés au laboratoire PHARMA-DEV consistant en une

étude chimique et biologique de deux espéces, Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum.
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PARTIE I : Généralités sur la strongylose a Haemonchus

contortus

1. Classification

Haemonchus contortus est un parasite hématophage de la caillette (4éme estomac) des
ovins et caprins. La classification, élaborée par Durette-Desset et Chabaud en 1993 [8],
montre que ce vers appartient a I'embranchement des Némathelminthes, a la classe des

Nématodes et a la famille des Trichostrongylidae (strongles).

2. Anatomie

Le ver adulte mesure de 10 a 30 mm (Figure 1). C’est un ver rond et rouge (a cause
de son mode d'alimentation). Il possede une épaisse cuticule, transparente et montrant
des stries longitudinales, lui permettant de résister aux sucs digestifs de I'animal infesté.
Les ceufs sont ovoides, de taille 45 x 80 pm, et disposent d'une fine coquille. Ils

contiennent 16 a 32 cellules blastomeéres.

| 2.0 mm
|

Figure 1 : Larve (gauche) et ceuf (droite) d’Haemonchus contortus observé au microscope

[9]

3. Cycle de vie

Haemonchus contortus a un cycle monoxéne*. Ce cycle se déroule en deux temps :
une phase libre dans le milieu extérieur et une phase interne dans le systéeme digestif de

I'animal (Figure 2).
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Figure 2 : Cycle de vie d’Haemonchus contortus [10]

Une fois les ceufs pondus par le ver femelle dans la caillette de I'animal, ils sont
éliminés dans les matiéres fécales de I'hote. Ceci constitue la phase libre. Ces ceufs
s’embryonnent et donnent naissance a des larves de stade 1 (L1) qui muent ensuite en 1
ou 2 jours en larves de stade 2 (L2). Ces derniéres évoluent en larves infestantes L3 au
cours d'une deuxieme mue, qualifiée d'incomplete car la larve infestante reste engainée.
L'évolution de I'ceuf en larve L3 s’effectue généralement en 5 a 6 jours. La durée de cette
phase dépend des conditions extérieures puisque les larves L3, protégées par leur gaine,
sont tres résistantes dans l'environnement. Les conditions favorables se présentent
lorsque la température est comprise entre 18 et 26°C et que I'humidité est supérieure a
70%.

La phase interne commence par l'ingestion des larves L3 par I'hote lors du paturage.
Ces larves vont perdre completement leur gaine lors du passage dans la caillette. Elles
migrent ensuite dans la muqueuse digestive pour y subir une nouvelle mue en larves L4.
Elles évoluent alors en stade 5, dits juvéniles avant de donner des adultes males et
femelles. La durée comprise entre l'ingestion des larves infestantes et la ponte par des
femelles est d’environ 3 semaines. Les femelles, apres fécondation, pondent des ceufs qui

sont excrétés dans les matiéres fécales de I'hote et le cycle peut alors recommencer [11].
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4. Symptomes

Les vers adultes sont responsables de la pathologie, appelée haemonchose ou
strongylose de la caillette. Le symptome principal est I'anémie. L’'haemonchose peut se
trouver sous trois formes :

- Haemonchose suraigliie : due a une infestation massive chez des
animaux sains qui meurent subitement d’une gastrite hémorragique
sévere. Cette forme est peu fréquente ;

- Haemonchose aigué : donnant lieu a une anémie progressive et
profonde. La moelle osseuse ne parvient pas a compenser les pertes
en érythrocytes et I'animal finit par mourir. Cette forme est typique et
est caractérisée par les symptdmes suivants : arrét de la prise
alimentaire, cedeme sous-glossien (signe de la bouteille), accélération
des mouvements respiratoire et cardiaque [12] ;

- Haemonchose chronique : progressant a bas bruit et aboutissant a une
dégradation de |'état général et a une malnutrition sévere. C'est la
forme la plus fréquente de la maladie entrainant de lourdes pertes

chez les éleveurs.

5. Diagnostic clinique

5.1. Diagnostic sur I'animal vivant

L'analyse coprologique permet a I'éleveur de connaitre |'état parasitaire de son
troupeau en évaluant le degré d'infestation des animaux et en identifiant les parasites
présents [12]. Un traitement pourra alors étre réalisé si nécessaire ainsi qu’un ajustement

de celui-ci pourra étre évalué, en fonction du parasitisme.

5.1.1. Coproscopie
a) Prélevement

Plusieurs dizaines de grammes de matieres fécales doivent étre soit recueillies
immédiatement apres leur rejet par les animaux soit prélevées directement dans le
rectum. Elles sont récupérées dans des pots individuels portant le numéro d‘identification

de I'animal [13]. Les prélévements sont ensuite broyés et homogénéisés.
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b) Méthodes qualitatives

Ces méthodes permettent l'identification des espéces parasitaires présentes dans les

matiéres fécales apres enrichissement [13].

Enrichissement par sédimentation simple [13]

Cing a dix grammes de féces sont diluées dans 5 a 10 fois leur poids en eau. Apres
broyage, elles sont ensuite mélangées puis tamisées afin de récupérer le filtrat qui est
laissé au repos pendant 10 a 12 heures dans un verre conique. Le surnageant est retiré et
le reliquat est homogénéisé. Deux gouttes sont examinées entre lame et lamelle au
microscope. Afin d’améliorer les résultats de cette méthode lente, une centrifugation a
1500 t/min pendant 3 minutes peut étre envisagée. Les parasites sont alors recherchés
dans le culot de centrifugation aprés avoir éliminé le surnageant. Cependant, la lecture

peut étre rendue difficile par la présence de nombreux débris.

Enrichissement par flottation [13]

Dans cette méthode, le prélevement est dilué dans un liquide dense afin de permettre,
par l'action de la pesanteur ou par une centrifugation, aux éléments parasitaires de
remonter a la surface du liquide ou ils peuvent alors étre recueillis. Plusieurs liquides sont
utilisables tels qu’ :

une solution de sulfate de zinca 33% (d : 1,18) ;

une solution saturée de chlorure de sodium (d : 1,19) ;

une solution saturée de saccharose (d : 1,27) ;

une solution saturée en sulfate de magnésium (d : 1,28) ;

de I'iodomercurate de potassium (d : 1,44), appelé réactif de Nessler.

L'iodomercurate de potassium permet une ascension parfaite bien que ce soit un
liquide polluant et dangereux. Les solutions saturées présentent aussi des inconvénients
comme le fait de former des cristaux rapidement.

La méthode consiste alors a remplir complétement un tube a essai du mélange
préalablement tamisé. Une lamelle est placée a la surface et la préparation est laissée
vingt minutes au repos. De la méme maniere que lors de I'enrichissement par
sédimentation simple, une centrifugation a 1500 t/min pendant 3 minutes peut aussi étre
réalisée. Lors de la récupération de la lamelle, une goutte de liquide est entrainée. La
lamelle ol se sont accumulés les parasites est alors déposée délicatement sur une lame et

observée au microscope.
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Recherche des larves par la méthode de Baermann [13]

Cette technique requiert l'utilisation d'un appareil de Baermann consistant en un
entonnoir muni d'un tuyau a son extrémité afin de récolter le liquide. Dans une passoire
enveloppée de tissu de gaze sont disposées les feces. L'entonnoir est alors rempli d'eau
qui doit affleurer la base des matieres fécales sans les noyer. Aprés 24 a 48h, les larves
sont recherchées dans le culot recueilli apres centrifugation de 10 mL de cette

préparation.

c) Méthodes quantitatives

Afin de déterminer un nombre moyen d'éléments parasitaires par gramme de féces,

il est nécessaire d'utiliser des méthodes quantitatives.

Méthode de McMaster [13]

Cette méthode reprend le principe de flottation mais nécessite I'utilisation d'une
« cellule McMaster » (Figure 3). Cing grammes de matieres fécales sont broyées dans un
mortier puis sont mises en suspension dans un liquide dense tel que du sulfate de
magnésium ou du sulfate de zinc. Le mélange est filtré au travers d'un passe-thé afin de
récupérer le filtrat et de le placer dans une éprouvette de 125 mL. Le méme liquide dense
est utilisé pour compléter a 75 mL. Apres avoir mélangé le contenu, une petite quantité de
suspension est prélevée et est introduite dans les deux chambres de la cellule en évitant

la formation de bulles.

0,15 ml 0,15 ml

Figure 3 : Schéma et photographie d'une lame de Mac Master [14]

Aprés cing minutes, la lame est examinée au microscope a un faible grossissement
(objectif x 10) afin de compter les ceufs de chaque type parasitaire présents sous chaque
bande des deux carrés gravés sur le plafond des chambres. La moyenne (m) des deux
nombres est calculée et multipliée par 100 pour obtenir le nombre d'ceufs (N) par
grammes de féces (OPG). Pour augmenter la sensibilité de la méthode, les ceufs présents
dans la totalité des deux chambres peuvent étre comptés, le nombre trouvé est alors

multiplier par 50 Le seuil de sensibilité de la méthode est de 15 OPG.

Peters Marion | Etat des lieux des traitements anthelminthiques sur Haemonchus contortus. Evaluation chimique 23
et biologique sur ce parasite de deux macromycetes : Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum



Résultats — Interprétations
Le résultat d'une coproscopie consiste en lidentification des ceufs. Concernant les

strongles digestifs, une strongylose est suspectée a partir de 1000 OPG chez les ovins

(Tableau 1).
Tableau 1 : Analyses coproscopiques chez les ovins : numération aprés enrichissement
[12]
Infestation (OPG) Légere Moyenne Importante | Trés importante
., Eufs 500 50031000 | 1000 & 3000 > 3000
d’'Haemonchus

Cependant, il existe une trés grande variation dans les résultats ainsi que de
nombreuses causes d’erreurs notamment la prolificité des femelles variable en fonction
de:

la saison (augmentation printaniere) ;

I’état physiologique de I'h6te (augmentation pendant la lactation chez

les brebis) ;

I’état d'immunité de I'hote ;

I'espece parasitaire (5000 ceufs par jour pour Haemonchus).

5.1.2. Coproculture
Cette technique apporte des informations utiles concernant l'identification d’espéces et

du genre des parasites, notamment dans le cas des ceufs de strongles de ruminants
(ovins), de porcins ou d'équidés. Des conditions favorables de température et
d’hygrométrie permettent de favoriser I'évolution des ceufs en larves jusqu'au stade L3
(larves infestantes) qui sont facilement identifiables.

La méthode consiste a broyer les feces et a les placer en couche dans des boites de
Petri. Les feces sont humidifiées par addition d'une solution aqueuse a 0,1% de carbonate
de sodium afin d’'éviter la prolifération des moisissures. Ces boites sont déposées sans leur
couvercle dans un cristallisoir dans lequel ont été préalablement placés des tampons de
coton hydrophile imbibés d’eau. Le cristallisoir, recouvert d'une vitre est laissé a
I'obscurité a température ambiante. La vitre est retirée pendant une heure chaque jour
pendant laquelle les excréments sont ré-humidifiés si nécessaire avec la méme solution
carbonatée et sont oxygénés en remuant avec un agitateur. En dix a quinze jours,
I"évolution des larves atteint le stade L3. L'appareil de Baermann permet de recueillir les

larves en 24 a 48h. Les larves sont ensuite examinées entre lame et lamelle, aprés
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immobilisation, soit par un passage rapide de la lame a la flamme soit par lI'immersion des

larves dans une solution iodée soit par immersion dans un liquide visqueux (solution de

gomme arabique).

Afin d'identifier le parasite présent dans les feces, il est important d’observer différents

aspects morphologiques. Les paramétres suivants permettent d’identifier le parasite :

larve engainée ou non, la taille de la larve, le nombre de cellules intestinales et la forme

de la queue (Figure 4) et (Tableau 2).

Larve non engainée

3 LAIVE ITICUIVER ... . oeococeeeeeceeeescesccnaesceess ot sossesmes o s sen s ot e s e sns s s s e et e e pmsssnnscnenn DLOROSECODEYid 5
L, Larve non incurvée et file.. ..o s s s e e S ONGVI0IdRS papillosus
Larve engainée (simple ou double gaine)
—>» Présence d'un bouton céphalique...........coceeveeeererrrinenn e eSS s s sl LCRVEA LTS filaria
——2 Absence d'un bouton céphaligue
Larve de petite taille (moins de 600 W) s s SUGSEOMIUN, trigonocephalum.
Larve de grande taille (plus de 800 Wm). e s s VGG EOINUS Sp
Larve de taille moyenne (entre 600 et 1000 wm)
E Plus de 16 cellules intestinales..........ccevvecverrenenenenenn. Jesophggostomum venulosum ou Chabertia avinia
Moins de 16 cellules intestinales
Présence de 2 corps réfringeants autour de I'cesophage.......cc i COGPENIQ Sp.
I:: Absence de corps réfringeants autour de I'cesophage
Queue de la gaine courte (moins de 110 pum)
QUEUE COMIGUE eurmiinrmsensrrirnsrssrsss s s sen s snsnn s s s s v s o LGOS ERONGVILS SP
Queue comportant une inflexion.......ocevivnnnnn JJeladorsagia circumcincta

Queue de la gaine longue (plus de 110 ym)

Queue fagelliforme. ..o sess e e Hl@EMoNchus contortus

Queue comportant une inflexion ... ————

Figure 4 : Aide au diagnostic chez les ovins [14]

Les parasites figurant en caractéres gras sont les plus fréquents. Ceux soulignés sont souvent rencontrés et

ceux non soulignés sont rares.
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Tableau 2 : Identification des larves L3 des strongles des ruminants [12]

. . Cellules
Genre et/ou Dimensions et aspect intestinales ’Aspef:t c_le, ’I-\,utres
espece Longueur | Queue dela | ext’remlte elements
- Nombre | Aspect | antérieure | morphologiques
totale pym gaine
. : Queue de la larve
Trichostrongylus 200 Co'urte, 16 Assez Apllat!e_et arrondie avec 1
sp pointue nettes rétrécie R
ou 2 tuberosités
Teladorsagia sp 700 - 850 Co_urte, 16 Assez Carrée Queue de '? larve
pointue nettes arrondie
Ostertagia sp 700 -850 | Moyenne, 16 Assez Carrée | Queue delalarve
pointue nettes arrondie
Moyenne Assez Carrée avec
Cooperia 750 - 850 yenne, 16 2 éléments NR
pointue nettes s
réfringents
Moyenne, Assez Large
Haemonchus sp 750 - 850 pointue ; 16 9¢ NR
"y nettes arrondie
décalée
Queue de la larve
Nematodirus s 1000 - Longue, 8 Assez Large, échancrée,
p 1500 filamenteuse nettes arrondie bilobée ou
trilobée
Oesophagostomum 750 - 800 . Longue, 71 Assez Large_, NR
sp filamenteuse nettes arrondie
Chabertia 750 - 800 | , -ongue 32 Assez Large, NR
filamenteuse nettes arrondie
Bunostomum 550 - 570 _Longue, 16 Peu NR NR
filamenteuse distinctes
. 220 - 250 Abseqce de 16332 NR NR Esophage tres
Strongyloides gaine long

NR : Non renseigné

5.2, Diagnostic sur I'animal mort

Une autopsie permet le diagnostic par le dénombrement des strongles dans la caillette.
Ils sont identifiés grace a leur couleur rouge-roseé et par leur taille de 10 a 30 mm de long.
Des lésions hémorragiques, des nodules blanchatres, des petits ulcéres et une hyper-

trophie de la muqueuse sont présents a certains endroits de la caillette.

5.3. Dans I'herbe

Le dénombrement des larves L3 de strongles peut aussi étre réalisé en prélevant une
centaine de pincées d’'herbe au ras du sol afin d‘obtenir un échantillon global de 200 a
2509 [12].

6. Moyens de lutte contre les strongles gastro-intestinaux
chez les ovins

Le controle des strongyloses gastro-intestinales est un enjeu majeur pour la rentabilité

des élevages d'ovins. La mise en place de plans de prophylaxie est indispensable. Pendant
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de nombreuses années, I'emploi de molécules anthelminthiques de synthese a été le
moyen quasi-exclusif de lutte contre ces parasites. En effet, les anthelminthiques
présentent de multiples avantages : efficacité sur un large spectre d'especes de
nématodes parasites, faible colt et une simplicité d’utilisation [15]. L'objectif de ces
traitements n’est toutefois pas de faire disparaitre complétement les parasites mais de
limiter leur impact économique dans les élevages. La persistance d'une population
parasitaire résiduelle demeure favorable dans le sens ou elle permet le développement de

mécanismes immunitaires protecteurs.

6.1. Phénothiazine

Cette molécule (1) (Figure 5) commerciale a été décrite par Swales en 1939 au Canada
[16] comme étant tres efficace sur les vers Haemonchus contortus parasitant les
moutons. L'activité est sélective sur les vers femelles, probablement due a leur
alimentation ou a des effets génitaux. Aucune toxicité n'a été mise en évidence a cette
époque. En 1957, des études menées par Drudge et al. [17], mettent en évidence
I'apparition d’'une résistance vis a vis de cette molécule. De plus, en 1973 [18], des effets
toxiques a dose thérapeutique ont été révélés. Une photosensibilisation causée par le
sulfoxyde de phénothiazine provoque de l'eczéma. Cette molécule n'est plus utilisée

aujourd’hui.

ZT

S
(1)

Figure 5 : Structure de la Phénothiazine (1)
6.2. Les anté-endectocides

Les anté-endectocides sont utilisés pour le traitement et la prévention des infestations.

Trois groupes sont décrits selon leur structure chimique et leur mode d’action.

6.2.1. Les benzimidazoles et les pro-benzimidazoles
Ces deux types de molécules sont efficaces contre les strongles gastro-intestinaux et
aussi contre les strongles respiratoires et les douves. Cette famille regroupe les

anthelminthiques les plus utilisés a travers le monde [19].
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a) Les molécules

Les pro-benzimidazoles sont des prodrogues : thiophanate (2), nétobimine (3) et

febantel (4) (Figure 6). Ces molécules nécessitent d'étre converties en molécules actives

de benzimidazoles par des réactions enzymatiques se déroulant chez I'hote.

Les benzimidazoles utilisés dans le traitement contre Hamonchus contortus chez les

ovins sont les carbamates : albendazole (5), oxfendazole (6), oxibendazole (7),

fenbendazole (8) et mebendazole (9), et le thiabendazole (10) présentés (Figure 7).

o} o)
Y S (@) H
/\/S N N\/\
HN sHN)J\H)]\O/\ Y SOgH
HN (o)
HN NO, Y
S
Thiophanate = Forme active é (|) o Netobimine 3 Albendazole

(3)
(2) h
N N 0]

Febantel = Fenbendazole
(4)

Figure 6 : Structures chimiques des pro-benzimidazoles (2 a 4)
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Figure 7 : Structures chimiques des benzimidazoles (5 a 10)
b) Mode d'action [20]

Ces molécules exercent une activité anthelminthique en inhibant la polymérisation des
tubulines* et leur incorporation dans les microtubules (Figure 8). La liaison benzimidazole-
microtubules du nématode est spécifique [21]. Ce sont des compétiteurs de la colchicine,
conduisant ainsi a un dysfonctionnement cellulaire :

- inhibition de la sécrétion des protéines ;

- inhibition de la production des microtubules ;

- inhibition de la capture du glucose ;

- épuisement du glycogene.

L'absorption du glucose par les parasites étant bloquée, leur métabolisme énergétique

est alors interrompu, ce qui provoque la mort du parasite.
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Figure 8 : Mode d’action des benzimidazoles [20]
c) Propriétés physico-chimiques

Ces molécules se présentent sous forme de poudre cristalline amorphe, blanche et
stable a la chaleur. Leurs masses moléculaires varient entre 200 et 450 Daltons. Elles sont
peu liposolubles et tres peu hydrosolubles, ce qui est un facteur limitant pour le devenir

dans l'organisme.

d) Formes pharmaceutiques

L'administration se fait par voie orale sous forme de comprimé, de solution buvable ou

de bolus [22]. En médecine vétérinaire, un bolus s'administre par voie orale.

e) Métabolisme [23]

L'absorption intestinale de ces molécules dépend de leur solubilité dans I'eau. Comme
décrit précédemment, elles sont trés peu hydrosolubles. Leurs concentrations
plasmatiques ne refletent donc pas toujours les doses administrées per os. Leur
métabolisation et leur élimination varient d'un composé a l'autre. Les benzimidazoles
soufrés sont oxydés sous forme de sulfoxyde ou de sulfone. Les benzimidazoles

carbamates, possédant un groupement kéto, sont réduits en alcools.
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Les métabolites hydroxylés sont directement excrétés dans la bile sous formes libres ou
conjuguées. Pour les autres composés, I'élimination peut étre fécale ou urinaire. Il en
résulte des temps d'attente variables pour la lactation selon les préparations et les
principes actifs. Les pro-benzimidazoles sont métabolisés en benzimidazoles. Ils ont une

marge de sécurité tres élevée.

f) Spectre d'action

Seuls le febantel (pro-benzimidazole), fenbendazole et I'oxfendazole disposent de délais
d’attente nuls pendant la lactation chez les petits ruminants. C'est pour cette raison que

les benzimidazoles sont les anthelminthiques les plus utilisés dans les élevages laitiers.

g) Toxicité

Les benzimidazoles posseédent des indices thérapeutiques élevés. La toxicité faible est
expliquée par leur faible hydrosolubilité et donc une quantité absorbée trop faible pour
étre toxique.

L'effet secondaire le plus retrouvé parmi ces molécules est la tératogénicité*
provoquant des malformations squelettiques des os longs, variant en fonction de la
structure des composés. Chez la brebis, le traitement lors de la période de gestation est
critique pour I'effet tératogéne entre le 10°™ et le 25°™ jour de gestation [24].

D'autres effets secondaires communs aux médicaments de cette famille sont des

troubles gastro-intestinaux.

6.2.2. Les imidazothiazoles et tétrahydropyrimidines
Bien que ces deux familles aient des structures différentes, les molécules ont le méme

mode d’action.

a) Les molécules

Ce groupe réunit le lévamisole (11) et le tétramisole (12) pour les imidazothiazoles
(Figure 9) et morantel (13) et pyrantel (14) pour les tétrahydropyrimidines (Figure 10).
Le tétramisole est un mélange racémique 50/50 des deux isomeres D et L alors que le

lévamisole est I'isomére L pur [25].
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Figure 9 : Structure chimique des imidazothiazoles : levamisole (11) et tétramisole (12)
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Figure 10 : Structures chimiques des tétrahydropyrimidines (13) et (14)
b) Mode d’action

Ces molécules agissent par effet cholinomimétique en tant qu’agonistes des récepteurs
nicotiniques de I'acétylcholine au niveau des synapses des cellules musculaires du
parasite. Ils bloquent la conduction neuromusculaire des parasites par ouverture des
canaux sodiques, provoquant une dépolarisation permanente au niveau des plaques

motrices. Le résultat est une paralysie spastique irréversible et la mort du parasite (Figure
11) [35].
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Figure 11 : Action d'un cholinomimétique direct (imidazothiazoles ou
tétrahydropyrimidines) dans une synapse nicotinique [27]

c) Propriétés physico-chimiques

Ces molécules se présentent sous forme de poudre cristalline blanche, instable a la
lumiere. Leurs masses moléculaires varient entre 206 et 240 Daltons. Elles sont
liposolubles et peu hydrosolubles. Ces molécules sont basiques et peuvent ainsi former

des sels : chlorhydrates, qui eux sont hydrosolubles [27].

d) Formes pharmaceutiques

L'administration des tétrahydropyrimidines se fait par voie orale uniquement, sous
forme de comprimés, poudres ou pates. Il existe une forme a libération prolongée pour le
morantel : Paratect Flex®. Les imidazothiazoles s'administrent sous forme de
chlorhydrates en intramusculaire et en sous cutanée ou par voie orale sous forme de base
en libération prolongée [27]. Le pyrantel existe seul (Sepantel®, Strongid®) ou associé a

un autre anthelminthique.
e) Métabolisme

Imidazothiazoles
Le lévamisole est rapidement et presque totalement résorbé dans le tractus digestif. Ce
médicament est métabolisé dans une trés large proportion au niveau du foie. Il est

excrété dans les urines sous forme inchangé ou sous forme de métabolites.
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Tétrahydropyrimidines

Le pamoate de pyrantel est quasiment insoluble dans I'eau et donc trés peu absorbé au
niveau du tractus digestif (moins de 10%). Sa rémanence* dans la lumiere des intestins
lui permet alors d’exercer pleinement son action contre les parasites.

Le tartrate de pyrantel est quant a lui soluble dans |'eau et son absorption au niveau
digestif est supérieure a celle du pamoate (environ 30%).

La métabolisation de ces molécules est essentiellement réalisée au niveau du foie puis
elles sont éliminées en majorité dans les selles et I'urine. En revanche, elles ne sont que
trés peu retrouvé dans le lait. L'administration du médicament peut se faire au méme
moment que la nourriture, ce qui retarde le passage dans le tractus digestif et prolonge

ainsi le temps de contact entre la molécule et le parasite, améliorant ainsi son efficacité.

f) Spectre d'action

L'activité de cette famille de molécules est spécifique et leur spectre d'action étroit.

Ces composés sont utilisés contre les strongles digestifs et respiratoires.

g) Toxicité

Etant trés peu absorbées au niveau digestif, il est donc compréhensible que la toxicité
de ces deux familles de molécules soit faible. Concernant la toxicité aigué, les signes
d'intolérance sont rares et il s'agit principalement de vomissements, de tremblements et
des douleurs. En cas de surdosage du lévamisole, des nausées, des vomissements, un
larmoiement, de I'hyperesthésie*, de I'anorexie et des douleurs abdominales peuvent étre

observés. L'atropine peut alors servir d'antidote.
6.2.3. Phénols halogénés

a) Les molécules

Deux phénols halogénés sont employés en thérapeutique contre Haemonchus contortus
chez les ovins [26]: le premier est le nitroxinil (15) et le second, un salicylanilide, est le
closantel (16) (Figure 12).
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Figure 12 : Structure chimique d’un salicylanilide, le closantel (15) et d'un phénol
halogéné, le nitroxinil (16)

b) Mode d’'action

Ces molécules perturbent le gradient de protons entre les différents compartiments au
sein de la mitochondrie du parasite (Figure 13). Ce gradient est responsable de I'énergie
cellulaire. En découplant la phosphorylation oxydative mitochondriale, les molécules
provoquent une inhibition de la formation d’ATP. Le métabolisme énergétique est alors

fortement ralentit, ce qui conduit a la mort du parasite.
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Figure 13 : Mode d'action des phénols halogénés : phosphorylation oxydative
mitochondriale [28]
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c) Propriétés physico-chimiques

Le closantel, de masse moléculaire 663 Daltons, est trés lipophile et se comporte
comme un acide faible (pKa = 4,28) [29].

d) Formes pharmaceutiques

Le nitroxinil est utilisé par voie orale ou en sous-cutanée. Le closantel s’administre

quant a lui soit par voie orale soit en intramusculaire chez les ovins [29].

e) Métabolisme

Le nitroxinil, injecté, se lie tres fortement et presque completement aux protéines
plasmatiques (> 97%). Les concentrations dans le sang sont sensiblement plus élevées
que dans les tissus, ce qui lui confére une activité prolongée et une bonne efficacité sur
les parasites hématophages tels qu’Haemonchus contortus. Le nitroxinil est excrété par le
foie sous forme inchangé. Ainsi, des concentrations élevées se retrouvent dans les voies
biliaires. Le métabolisme du nitroxinil et son excrétion par les féces et I'urine sont assez
lents [30].

Le closantel est rapidement absorbé par la circulation sanguine. Il n’est pratiquement

pas métabolisé par le foie et est principalement excrété par voie biliaire [29].

f) Spectre d'action

Le closantel est actif contre les strongles hématophages et contre la grande douve du
foie [19].

g) Toxicité

La marge de sécurité est relativement faible pour le nitroxinil. Des effets indésirables
locaux, tels qu’un gonflement tissulaire, peuvent s'avérer douloureux, mais disparaissent
généralement en une journée. Il est recommandé de ne pas utiliser ce produit chez les
femelles lors de la lactation en raison de la présence de résidus dans le lait [30].

Une atteinte oculaire pouvant entrainer une cécité a été reportée [29] pour le closantel.

6.2.4. Bilan sur les anté-endectocides
En augmentant la dose, en la fractionnant ou en la répétant de facon journaliere, le
spectre d’action peut étre élargi. La plupart ont un effet ponctuel, sans rémanence

excepté pour le closantel, le nitroxynil, et le pyrantel.
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6.3. Les endectocides
6.3.1. Les lactones macrocycliques
a) Les molécules

Cette famille regroupe les avermectines dont |'abamectine (17) (Figure 14) [31],
I'ivermectine (18), la doramectine (19) et I'’éprinomectine (20) dont (17), (18) et (20)
sont composées de 80% B, + 20% Bjp, et les milbémycines dont la moxidectine (21).
Leur structure chimique comprend de nombreux hétérocycles lactones. Appelées
endectocides [15], ces substances sont actives sur les nématodes gastro-intestinaux et
sur certains ectoparasites (acariens ou insectes). Produits naturels, les avermectines, sont
issues de la fermentation de Streptomyces avermilitis et la moxidectine est issue de la

fermentation de Streptomyces cyanogriseus [31].

(17) =H Bla : R = CyHs (18) CH
Abamectine Bib : R = CHsz Ivermectine

(19) oH ? (20)
Doramectine Eprinomectine

(21)
Moxidectine

Figure 14 : Structures chimiques des avermectines et milbémycine (17 a 21)
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b) Mode d’'action

Ces molécules se fixent sélectivement aux récepteurs du glutamate, avec une haute
affinité, activant ainsi les canaux chlorures glutamate-dépendants (GIuCl) présents dans
les cellules nerveuses ou musculaires des invertébrés (Figure 15). Une hyperpolarisation
de ces cellules est provoquée par la membrane cellulaire devenue plus perméable aux ions

chlorure. La paralysie du parasite est alors entrainée.
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Figure 15 : Mode d'action des avermectines dans la synapse nicotinique du nématode [32]
c) Propriétés physico-chimiques

Ces molécules, qui ont des masses moléculaires allant de 700 a 1000 daltons, sont trés
lipophiles mais tres peu hydrosolubles. Elles sont stables en milieu anhydre, mais instables

aux UV en milieu aqueux [27].

d) Formes pharmaceutiques

Les avermectines peuvent étre administrées sous différentes formes pharmaceutiques :
comprimé (0,4mg/kg), injection sous cutanée (0,2mg/kg) et pour-on* (0,5mg/kg).
Cependant, une étude a montré que la voie orale ne permettait pas de retenir

I"établissement d’une nouvelle infection aprés un jour alors que les deux autres formes
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permettent d’'empécher la mise en place d’'une nouvelle infection jusqu'a 14 jours apres
I'initiation du traitement [33].

La moxidectine de la famille des milbémycines est administrée par voie orale.

e) Métabolisme

Ces molécules lipophiles diffusent trés bien dans tous les tissus. Un stockage dans le
tissu adipeux et le foie permet une libération progressive et donc une certaine rémanence
du produit apreés administration. La phase d'absorption est plus ou moins lente selon la
voie d’administration choisie. Ces substances sont ensuite stockées essentiellement au
niveau des tissus adipeux et du foie. Malgré la forte liposolubilité, de faibles taux sont
retrouvés dans le systéme nerveux central. L'élimination se fait majoritairement par voie
fécale [27].

f) Spectre d'action

L'éprinomectine est largement utilisé puisqu’elle a un spectre d'action et une marge de
sécurité trés large ainsi qu‘une concentration faible dans le lait, autorisant ainsi son
utilisation pendant la lactation [19]. L'éprinomectine sous forme pour-on*, Eprinex®, est
alors utilisée car elle possede un temps d‘attente nul dans le lait. En revanche, les autres
molécules sont interdites pendant la lactation car leur élimination se fait sous forme active

dans le lait pendant plusieurs semaines.

g) Toxicité

Les avermectines sont plus concernées par cette toxicité que les milbémycines. Lors de
surdosages importants, des signes d'ataxie*, de léthargie, de mydriase, d’hypothermie, de

tremblements allant jusqu’au coma et a la mort peuvent étre observés.

6.3.2. Bilan sur les endectocides

Les endectocides sont les anthelminthiques les plus utilisés en raison de leur spectre
d’action large et de I'existence d'une rémanence. De plus, de nombreuses formes
galéniques sont disponibles.

Cependant, l'utilisation abusive et non controlée de ces anté-endectocides et des
endectocides a engendré I'émergence de résistances multiples et croisées, les rendant le

plus souvent inefficaces. De plus, certains médicaments sont utilisés hors-AMM [30] tels
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que Ivermec® et le thiabendazole. Il existe aussi des associations de médicaments :

Closamectine® = 5mg/mL closantel / 125mg/mL ivermectine.

6.4. Bilan sur les anthelminthiques de synthese

Un bilan des molécules utilisées comme AHs sur Haemonchus contortus chez les ovins
est présenté dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des traitements utilisés pour les strongyloses digestives
sur les ovins [12] [18] [22] [23][34]

. Strongyloses
Nom Posologie (mg/kg) digestives
Groupe DCI .
commercial Larve
Vo SC/IM TC Adulte | . .,
inhibée
BENZIMIDAZOLES
Thiazolyl- . Hors AMM
benzimidaéoles Thiabendazole 18] 50 ++
Oxibendazole 10-15 ++
Mébendazole Multispec® 10-15 +4
Methyl- Su.paverm®
carbamates Albendazole Disthelm® 3,8 ++ +
Fenbendazole Panacur® 7,5 ++ +
Dolthene®
Oxfendazole Oxfenil® 5 ++ +
Pro- Thiophanate Strongylate® 50-60 ++ +
benzimidazoles Fébantel Rintal® 5-7,5 ++ +
Nétobimine Hapadex® 7,5-20 12,5 ++ +
IMIDAZO-THIAZOLES
Tétramisole 10-15 ++ +
Lévamisole Capizol® 5-7,5 3-5 10 ++ ++
TETRAHYDRO-PYRIMIDINES
Morantel Paractect 12,5 it
Flex® (5,9)
Pyrantel
(tartrate) 12,5-20 t
LACTONES MACROCYCLIQUES
Ivermec
Ivermectine (Hors AM.M) 0,2 ++ ++
Noromectin®
) Oramec®
Avermectines Abamectine Enzec® 0,2
Doramectine Dectomax® 0,2
Eprinomectine Eprinex® O,Eip))gur
Mylbémycine Moxidectine Cydectine® 0,2 0,5
SALICYLANILIDES
Closantel Flukiver® 5
Nitroxinil Dovénix® 10

DCI : dénomination Commune Internationale VO : Voie Orale ; SC : Sous cutanée ; IM : Intra-Musculaire ;
TC : Trans-cutanée ; ++ : excellente efficacité ; + bonne efficacité
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Cependant, lors de la lactation des ovins, certaines molécules sont a proscrire dues a
leur délai d'attente variable dans le lait (Tableau 4).

Tableau 4 : Temps d'attente des principaux anthelminthiques strongylicides chez les petits
ruminants [19]

, Temps d’attente des
Molecules R .
molecules dans le lait
Thiabendazole 6 traites*
Mébendazole Interdit**
Albendazole Interdit**
Fenbendazole nul
Oxfendazole nul
Thiophanate 6 traites*
Fébantel nul
Nétobimine Interdit**
Lévamisole Interdit**
Ivermectine Interdit**
Doramectine Interdit**
Moxidectine Interdit**
Eprinomectine nul
Closantel Interdit**

*Nombre de traites avant de pouvoir consommer le lait
**Interdit chez les femelles laitiéres en lactation dont le lait ou ses dérivés sont destinés a la consommation
humaine.

7. Prévention

La prévention de cette haemonchose peut étre contrélée. Dans les systémes d'élevage,
les ovins s'infestent avec des strongles gastro-intestinaux lors du paturage a différents
degrés. La réalisation d'une conduite alternée des moutons sur les prairies contaminées et
les prairies saines, est mise en ceuvre afin de controler l'infestation des animaux.
L'utilisation de traitement peut aussi étre intégrée dans les systémes d'élevage. Pour la
prévention, deux catégories de traitements sont utilisées : strongylicides a action
immédiate ou a action rémanente. Les strongyilicides a action immédiate ne permettent
pas de protéger de la ré-infestation lors du paturage dans les prairies contaminées. La ré-

infestation est contrélée par les strongylicides a action rémanente [35].

7.1. Les strongylicides a action immédiate

Ces médicaments détruisent les strongles gastro-intestinaux présents chez le mouton
dans les trois a sept jours aprés leur administration. Leur utilisation est a réaliser avant la

lutte et a I'entrée en bergerie. Ils ne protégent pas contre les ré-infestations lorsque les
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moutons sont maintenus dans des prairies contaminées. Les molécules utilisées sont

présentées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Anthelminthiques a action immédiate

Famille

DCI

Benzimidazoles

Albendazole

Fenbendazole

Mébendazole

Oxibendazole

Oxfenbendazole

Thiabendazole

Guanidine Fébantel
Imidazothiazole Lévamisole
Nitrophénylguanidine Nétobimine

7.2,

Les strongylicides a action rémanente

Ces médicaments éliminent les strongles gastro-intestinaux présents a différents stades

et empéchent toute ré-infestation de sept a trente jours aprés administration selon la

rémanence du produit. De plus, ils controlent la ré-infestation des moutons par les larves

infestantes qui ont pu étre ingérées avec I'herbe. Ce type de traitement est utilisé en

automne en tenant compte de la durée d’efficacité du médicament et de son spectre

d’activité. Les molécules utilisées sont présentées dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Anthelminthiques a action rémanente

Famille DCI Durée de rémanence
. Ivermectine 15 - 21 jours
Avermectine . .
Doramectine 28 jours
Milbémycine Moxidectine 35 jours
Salycinalinide Closantel 6 a 8 semaines
Benzimidazole Albendazole bolus 100 jours
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Principe d’actions des médicaments
contre les strongles gastro intestinaux

Benzimidazoles
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Figure 16 : Principes d'action des médicaments contre les strongles gastro-intestinaux
[36]

8. Apparition de résistances

8.1. Définition de la résistance

Le phénoméne de chimiorésistance est décrit comme une capacité, acquise
génétiquement, d'individus d'une population a résister a des doses d’antiparasitaires
normalement létales pour la majorité des individus de cette espece [19].

Une résistance se traduit ainsi par toute diminution de la réponse au traitement chez
une population sensible, selon Coles [37]. Elle est dite compléte lorsque la dose maximale
de médicament pouvant étre tolérée par I'hote n'a pas d'effet. Il s'agit d’'une préadaptation
par mutation dont le déterminisme est génétique et la transmission héréditaire.
L'utilisation de cet anthelminthique exerce une pression de sélection qui permet aux
individus naturellement résistants de survivre et de se reproduire.

On parle de résistance simple lorsqu’elle concerne une seule molécule et de résistance
multiple lorsque celle-ci s'applique a plusieurs familles chimiques ayant des modes

d'action différents. La résistance de famille s'applique a une famille d’anthelminthiques
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caractérisée par le méme mode d'action. Le cas de la résistance de famille ou side-
resistance est le plus fréquent. Lorsqu’une résistance a une molécule apparait, elle
concerne toute la famille a laquelle appartient cette molécule. Par exemple, si un strongle
est résistant a I'albendazole, il I'est aussi a tous les benzimidazoles et pro-benzimidazoles.
Cependant, il existe des résistances croisées caractérisant un helminthe résistant a
plusieurs anthelminthiques a la suite de la sélection par un anthelminthique unique. Par
exemple, I'existence d'une réaction croisée entre l'ivermectine et la moxidectine est
suspectée [38].

Le calcul du facteur de résistance permet d'apprécier I'intensité de la résistance afin de
caractériser une souche de parasites. C'est le rapport entre la dose |étale (DLsg)* testée

sur la souche suspecte et la DLsg testée sur une souche sensible (Tableau 7).

DL50 sousche résistante

DL50 souche sensible

Tableau 7 : Intensité de la résistance selon le facteur de résistance

FR calculé Souche
FR<1 Sensible

1<FR<5 Tolérante
FR > 5 Résistante

8.2. Parasites touchés par la résistance

Cette résistance aux anthelminthiques a été reportée chez les ovins, caprins, bovins et
équidés. Plusieurs espéces de parasites sont touchées par ces résistances, notamment les
parasites du tractus gastro-intestinaux. Chez les équidés, ce sont surtout les
cyathostominés. Haemonchus contortus est I'espece la plus incriminée chez les petits
ruminants, suivi par Teladorsogia sp et trichostrongylus [39]. Dans le Tableau 8, les
différentes espéces de parasites se sont montrées résistantes ou non selon
I'anthelminthique utilisé [40]. Le parasite Haemonchus contortus a développé des

résistantes pour chaque type de traitement.
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Tableau 8 : Espéces de parasites résistants aux principales classes d'anthelminthiques

Hotes Parasites Benzidimi- Im_|dazo- Avermectines | Salicylanilides Organo-l
dazoles thiazoles phosphores
H.contortus + * + + +
. (rare)
O\é'tns Teladorsagia sp + + + -
caprins Trichostrongylus N 4 + i
Sp (rare)
Nematodirus + -
Cooperia sp + + - -
H.placei + + -
Bovins Teladorsagia + + - -
Trichostrongylus . i i
axei
Equidés | Cyathostomes + (ra+re) -

+ indique la présence d’une résistance de I'espéce a une classe d'anthelminthique
- indique que I’'espéce concernée est en dehors du spectre d‘activité de I'anthelminthique

8.3. Historique de I'apparition des résistances

D'apres la revue de Kaplan en 2004 [1], les résistances aux anthelminthiques ont été
reportées au fur et a mesure. Chez les nématodes, ce sont les benzimidazoles qui sont le
plus touchés par les résistances chez les ovins, caprins et équidés, comme décrit dans le
tableau ci-dessus. Le Tableau 9 décrit I'apparition des résistances suite a I'utilisation de

traitements anthelminthiques.

Tableau 9 : Tableau indiquant I'apparition de résistance aux différentes classes
d'anthelminthiques suite a leur mise sur le marché

er
Année de 1 rzpport
Anthelminthiques Hote Parasite mise s:r 1Ie résistznce Réf
marcheé publié
Benzimidazoles
Thiabendazole Mouton Non renseigné 1961 1964 [41]
Cheval Parascaris equorum 1962 1965 3
Imidazothiazoles-tetrahydropyrimidines
Trichostrongylus [42]
Levamisole Mouton colubriformis 1970 1979
Ostertagia circumcincta [43]
g
Pyrantel Cheval Cyathostomes 1974 1996 [44]
Avermectine-Mylbémycines
Ivermectine Mouton Haemonchus contortus 1981 1988 [45]
Cheval Parascaris equorum 1983 2002 [46]
Moxidectine Mouton Ostertagia sp 1991 1996 [47]
Cheval Parascaris sp 1995 2003 [47]

! | a date exacte d’autorisation de mise sur le marché varie selon les pays.

2 Ces dates correspondent aux premiers cas de résistance documentés. D'autres cas ont été reportés
auparavant suspectant des résistances.

3 Résistance suspectée chez Parascaris equorum mais non confirmée.
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La premiere résistance a été décrite par Drudge et al. en 1964 [41] concernant le
thiabendazole utilisé chez le mouton. Une résistance au |évamisole, appartenant a la
famille des imidazothiazoles - tétrahydropyridimidines, a été révélée en 1979 par Sangster
et al. [42] puis analysée en 1980 par Prichard et al. [43]. Ce tableau révéle I'apparition
des résistances souvent peut longtemps apres |'utilisation de I'anthelminthique. Les
benzimidazoles étaient les premiers sur le marché. Lorsqu’une résistance est apparue,
d’autres classes ont été utilisées. Cependant, toutes les classes d'anthelminthique ont été
touchées par ces résistances.

Ces traitements chimiques anthelminthiques ne répondent donc que partiellement a la
problématique des infestations des ovins, caprins, bovins et équidés par les parasites
intestinaux.

Afin de pouvoir éviter ces phénomenes de résistance, il est important de comprendre le

mécanisme de résistance.

8.4. Mécanismes d’apparition des résistances
8.4.1. Facteurs de développement de résistance
a) Subthérapeutiques doses

Le sous-dosage est un autre facteur influengant ce développement de résistance. En
effet, des doses subthérapeutiques permettent la survie des vers résistants hétérozygotes
[18].

b) Utilisation d'un groupe d’anthelminthiques

L'usage fréquent du méme groupe d’anthelminthique favorise ce développement. La
résistance anthelminthique repose sur une mutation (modification brutale du matériel
génétique du parasite) d’un ou plusieurs genes. Ce phénoméne héréditaire pré-adaptatif
avec le ou les genes de résistance présent(s) au sein de la population de parasites existe
déja naturellement avant méme la premiere utilisation du médicament. L'usage de ce
traitement sélectionne les individus possédant préalablement cette mutation et les
individus résistants et il élimine les individus sensibles. La résistance apparait donc comme
une sélection suite a I'exposition de la population de parasites a un anthelminthique.
Lorsque |'animal regoit I'anthelminthique, les vers pouvant survivre sont ceux portant le
géne de résistance [48]. Les vers survivants sont alors les seuls pouvant pondre des ceufs
ainsi le (ou les) géne(s) de résistance est (sont) alors développé(s).
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Les populations de nématodes parasites sont génétiquement hétérogéne et donc en
mesure de répondre aux pressions sélectives, notamment les vermifuges. La fréquence et
le temps de traitement favorisent et sélectionnent des parasites porteurs de tolérance ou
une résistance alléles. La vitesse a laquelle se propage la résistance chez le parasite

dépend de nombreux facteurs.

8.4.2. Mécanisme pharmacologique

La pharmacologie permet d’expliquer I'action des médicaments. Elle regroupe la chimie,
la pharmacocinétique, la pharmacodynamie et la nature des récepteurs incluant la liaison
aux ligands. Elle est a la fois un facteur de sélection pour la résistance a un médicament
dans une population de parasites et permet aussi d'expliquer les caractéristiques de cette
résistance. La compréhension de la pharmacologie de chaque classe d‘anthelminthiques
permet de mieux comprendre les résistances afin de les contréler. Cela permettrait de
quantifier, de comparer et de répertorier les résistances dans les populations parasites.
Ces tests pourraient étre basés sur des tests biologiques ou sur la polymerase chain
reaction (PCR) des vers individuels. De plus, il existe une dérivation des paramétres tels
que l'efficacité contre les différents stades parasitaires ou les génotypes qui sont des
éléments importants pour les modeles mathématiques visant a concevoir des stratégies de

controle de la résistance [49].

Aprés avoir fait un état des lieux sur la définition de la résistance, son historique et ses
mécanismes de développement, il parait indispensable de développer des alternatives a

ces traitements anthelminthiques.
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PARTIE II : Alternatives face aux phénomenes de résistance

des anthelminthiques

1. Alternatives aux traitements médicamenteux dans la
lutte contre les strongyloses

Aujourd’hui, le grand public se préoccupe d'avantage de l'utilisation de substances
chimiques en agriculture et de la présence de résidus médicamenteux dans les biens de
consommation [22]. Des regles d’utilisation des anthelminthiques de synthése (AHs) ont
été établies suite a I'inquiétude justifiée des consommateurs de produits d’origine animale
contenant d'éventuelles traces de résidus de médicaments. Ces regles visent a limiter
I'usage des AHs et a choisir parmi les différentes familles de molécules selon I'usage des
animaux, notamment dans les vocations laitieres. En effet, les restrictions d’emploi des
AHs sont plus strictes durant la lactation car I'élimination de certains médicaments se fait
via le lait. Des délais d'attente pour la consommation du lait sont alors dus a cette
restriction. Certaines molécules sont donc interdites chez les femelles en lactation [50].

Les AHs, et plus particulierement les lactones macrocycliques, sont toxiques pour les
organismes responsables de la décomposition des féces de ruminants au paturage. Aussi,
I'lUnion Européenne encourage les projets visant la recherche de solutions alternatives a
I'utilisation d’anthelminthique de synthese.

Il existe différentes méthodes alternatives sur la phase libre. La gestion du paturage
permet de casser le cycle de vie du parasite et le compostage du fumier permet de
détruire les larves et les ceufs des parasites par la chaleur émise, plutét que de I'épandre
dans les paturages. Au niveau de la phase interne du parasite, il existe d’autres méthodes
telles que la sélection d’hotes génétiquement résistants aux strongles ainsi que la
vaccination des troupeaux constituant un moyen de prévention. Cette derniére technique
n'a pas été développée pour les helminthes, bien qu’une stimulation immunitaire soit
obtenue suite a des infections naturelles ou expérimentales. Les mécanismes immunitaires
mis en jeu lors de I'expulsion des Helminthes par les ruminants sont mal connus.

Enfin, la derniére méthode est le recours a une alimentation raisonnée : des fourrages
riches en tanins peuvent étre utilisés pour nourrir les bétes. De nombreuses études
tendent en effet a prouver I'efficacité des tanins et notamment des tanins condensés dans

la lutte contre les helminthes [22].
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2. Alternatives développées au laboratoire PHARMA-DEV

Dans le cadre des projets CARES et MYCOVAL, de récents travaux portant sur |'activité
anthelminthique d’extraits de champignons, ont montré qu'ils pouvaient étre a l'origine de
découvertes prometteuses dans le domaine de la pharmacologie antiparasitaire [7]. Les
métabolites secondaires issus des champignons sauvages pourraient donc étre une source
originale de nouveaux antiparasitaires.

Ces résultats préliminaires ont été approfondis pour consolider leur potentiel
thérapeutique antiparasitaire afin d’envisager a terme la mise en place en Midi-Pyrénées
d’une filiere de mycothérapie : c’est I'objectif du présent projet MYCOVAL. Ce projet
cherche a concevoir des procédés d'extraction des métabolites secondaires fongiques
d'une vingtaine d'espéces de champignons sauvages dit oubliés de la région Midi-
Pyrénées. Ces extraits et leurs métabolites ont été évalués dans le domaine
pharmacologique sur des modeéles biologiques, concernant principalement les parasites
affectant les animaux d'élevage (nématodes gastro-intestinaux). Les objectifs de ce stage
ont été d'évaluer l'activité anthelminthique d’extraits de macromycétes récoltés en Midi-
Pyrénées, d'étudier la composition chimique de ces extraits et de corréler l'activité
éventuelle a la présence de métabolites secondaires particuliers ainsi que d‘isoler la (ou
les) molécule(s) responsable(s) de cette activité biologique par fractionnement bio-guidé.

Afin de poursuivre les études menées sur le projet MYCOVAL, un travail expérimental
s’est déroulé au laboratoire de Pharmacochimie et Pharmacologie pour le Développement
(PHARMA-DEV), a Toulouse.

3. Présentation du laboratoire PHARMA-DEV

Pharma-Dev est une unité mixte de recherche (UMR 152), entre I'Institut de Recherche
pour le Développement (IRD) et I'Université Paul Sabatier de Toulouse. L'équipe de
pharmacognosie, ethnopharmacologie et pathologies du Sud (PEPS) de I'UMR Pharma-
DEV, étudie et valorise des substances naturelles issues de la biodiversité végétale et
fongique ou leurs analogues obtenus par synthése totale ou par hémi-synthése, a visée
antiparasitaire, anti-infectieuse et anticancéreuse. Il s'agit d'une part de rechercher des
nouvelles classes de métabolites qui pourront étre potentiellement des candidats pour de
futurs médicaments, et d'autre part de confirmer et valider les usages médicinaux
traditionnels et d‘augmenter les connaissances chimio-taxonomiques dans une approche

fondamentale.
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4. Matéeriels biologiques étudiés

4.1. Classification

Selon le Guide des champignons de G. Eyssartier et P. Roux [51], les deux
macromycetes présentés (Figure 17) et étudiés dans ce projet, sont classés parmi « les
champignons a face inférieure tapissée d'aiguillons, ou entierement constitués d'aiguillons,
avec ou sans pied, parfois en simple cro(ite sur le bois mort ». Tous les deux, poussant au
sol, possédent un pied bien développé et une chair coriace. IIs se différencient par une
sporée* blanche pour Phellodon alors qu’Hydnellum posséde une sporée brune. Une

comparaison détaillée est décrite (Tableau 10).

N

gefyvricht (¢) 2008 Michel Rimbaud

Figure 17 : Photographie des champignons Hydnellum ferrugineum (gauche) et Phellodon
niger (droite)
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Tableau 10 : Comparaison des deux champignons étudiés

Phellodon niger (Fr. : Fr.) Hydnellum ferrugineum (Fr. : Fr.)
P.Karsten P.Karsten
Regne Fungi
Embranchement Basidiomycota
Ordre Thelephorales
Famille Bankeraceae
3-8 cm 3-10 cm
Feutré-méchuleux Feutré
Chapeau Zoné et irrégulier Exsudant des gouttes rouges en
Bleu-noir ou noir a bord cours de croissance
blanchatre Blanchatre, rose a brun-rouge
Décurrents ,
o Peu decurrents
Aiguillons Assez longs Blanchatre puis brun-rouge
Gris bleuté a gris-brun
2-6x05-1,5cm 1,5-5x0,5-3cm
Pied Central ou +/- excentré Feutré
Velouté, Noiratre Brun-rouge
Coriace Coriace
Chair +/- zonée Zonée
Noiratre Brun-rouge
3,5-55x2,5-4um 55-7x4,5-55um
Spores Elliptiques a globuleuses +/- glob.uleuses
Incolores Brun-jaune
Ornées de verrues épineuses Ornées de bosses grossieres
Saveur Douce
Odeur Un peu épicé | Farineuse a la coupe
Comestibilité Sans intérét
Fréquence Peu commun
Habitat Sous feuillus et sous coniferes Sous coniferes (pins, épicéas)
Répartition
d'aprés [52] d’aprés [52]

4.2. Moleécules isolées dans la littérature

Afin d'étudier la composition des champignons étudiés dans cette étude, il est

nécessaire de faire un état des lieux des molécules isolées et identifiées.
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4.2.1. Phellodon niger

En 2010, Fang et al., isolent trois nouveaux composés a partir de Phellodon niger et
isolent un certain nombre de composés déja identifiés. Les nigernines A et B (22) et (23)
(Figure 18) sont deux nouveaux diterpénes de type cyathane et la phellodonine (24) est
un nouveau dérivé terphényle nitrogéné. Des composés tels que |'acide phellodonique
(25) déja isolés auparavant dans Phellodon melaleucus [53], et le 2’,3'-diactoxy-
3,4,5',6',4"-pentahydroxy-p-terphenyl (26) isolé chez Sarcodon leucopus (famille des
Bankeraceae [54]) ont aussi été identifiés dans Phellodon niger dans cette étude de 2010.
La grifoline (27), isolée a partir d'Albatrellus dispansus (embranchement des
basidiomycétes) [55] et I'acide 4-O-methylgrifolique (28), déja identifié dans Polyporus
dispansus (embranchement des basidiomycetes) [56], ont également été retrouvés chez
Phellodon niger dans cette étude de 2010 [57]. Les composés (22), (23), (24), (26) et
(28) ont démontré une activité cytotoxique sur les cellules tumorales et une activité
antioxydante [57].

En 2011, Fang et al [58], isolent a nouveau quatre nouveaux diterpenes de type
cyathane, appelés nigernine C (29), D (30), E (31) et F (32). Ils retrouvent également
trois composés déja connus, la sarcodonine & (33) [59], le 1,2-diacetoxy-3-(4'-
hydroxyphenyl)-4,7,8-trihydroxy-dibenzo-furane (34) [60] et I'acide grifolique (35) [56].
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Figure 18 : Structures des composés identifiés chez Phellodon niger
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4.2.2. Hydnellum ferrugineum

Deux pigments, I'hydnuferrugine (36) (Figure 19) et I'hydnuferruginine (37) ont été
isolés par Gripenberg en 1974 [61] et en 1981 [62]. L'acide théléphorique (38) est aussi
retrouvé dans cette espece d'Hydnellum [61]. Gripenberg explique en 1974 qu'un
précurseur commun, donne d'une part l'acide théléphorique par deshydrogénation et
d’autre part I'hydnuferrugine par oxydation (Figure 20). Aucune activité n'a été reportée
pour I'hydnuferrugine et pour I'hydnuferruginine. En revanche, l'acide théléphorique a
révélé une activité inhibitrice de la prolyl endopetidase (PEP). Un taux anormal de PEP est

supposé participé au développement d'une démence de type Alzheimer [63].

(36) (37) (38)
C18H1009 C18H12010 CISHSOS
MM 370,26g/mol MM 388,28g/mol MM 352,25g/mol

Figure 19 : Structures des composés identifiés chez Hydnellum ferrugineum

III
Thelephoric acid (38) Hydnuferrugin(BG)

Figure 20 : Formation de I'acide théléphorique (38) et de I'hydnuferrugine (36) a partir
d'un précurseur commun [61]
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PARTIE III : Travaux expérimentaux : Etude chimiques et

biologiques d'Hydnellum ferrugineum et Phellodon niger

1. Matériels et méthodes utilisés

1.1. Macromycetes

Hydnellum ferrugineum et Phellodon niger, récoltés dans la région Midi-Pyrénées a
Aragnouet avant le tunnel de Bielsa ont été étudiés d'un point de vue biologique et
chimique. Ils ont été identifiés par Louis Chavant, Professeur de mycologie émérite de la
Faculté de Pharmacie de Toulouse (Université Paul Sabatier) et sont conservés dans une

mycotheque.

1.2, Extraction

Chacun des champignons a été séché a I'air libre puis broyé a I'aide d'un moulin a café
afin d’obtenir une poudre. Des extractions successives avec des solvants de polarité
croissante (cyclohexane, dichlorométhane, méthanol et eau) ont été réalisées. Cent vingt
grammes de poudre de champignon avec 1 L de solvant ont été introduits dans un ballon,
préalablement pesé. Ce ballon a ensuite été porté au reflux, par un chauffe ballon et un
réfrigérant a boules (Figure 21). Apres 5h de reflux, le contenu du ballon a été filtré sur
papier filtre. Le marc obtenu a été repris par le solvant suivant qui est plus polaire. Les
phases organiques et hydroalcooliques ont alors été évaporées avec un évaporateur rotatif
(Blchi R-114 couplé a une pompe a vide ILMVAC) afin d’obtenir les différents extraits
secs. Ceux-ci ont été pesés et conservés dans des piluliers a température ambiante a

I'abri de la lumiere.
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Figure 21 : Méthode d’extraction : montage au reflux

1.3. Evaluation de I'activité biologique des extraits sur
Haemonchus contortus
Deux types de tests ont été réalisés a I'école vétérinaire. Le premier met en évidence le
dégainement des larves et le second montre I'éclosion des ceufs en larves. L'efficacité est
mesurée par rapport a un témoin. Ces deux tests ont été réalisés sur une souche sensible
d’Haemonchus contortus (JUAN) et sur une souche résistante (White River) aux

anthelminthiques de synthése : benzimidazoles et aux avermectines.

1.3.1. Test d’'éclosion des ceufs (EHA) [64][65][66]
a) Récupération des ceufs

Des feces intra-anus d‘animaux infestés, ont été collectées et placées dans une
passoire contenant de I'eau. Les feces ont été soigneusement écrasées jusqu’a ce que les
ceufs soient transférés dans I'eau. Apres filtration (avec 3 gazes hydrophiles les unes au-
dessus des autres), le contenu a été réparti dans 4 tubes de 45mL et centrifugé a 2500
tours par minute pendant 3 minutes a 20°C. Le surnageant a été éliminé et la phase
inférieure a été transférée dans 4 tubes de 15 mL. Ces tubes ont alors été centrifugés et
la phase supérieure a été éliminée a nouveau. Le culot a alors été transféré dans 2 tubes
de 15 mL puis une solution saturée en sucre (640 g de sucre dans 0.5 L d’eau distillée) a
été ajoutée. Une nouvelle centrifugation dans les mémes conditions pendant 2 minutes a
permis aux ceufs de se retrouver dans la phase supérieure. Les ceufs ont ensuite été
transférés, en les « péchant » (technique appelée fishing), dans un tube de 15 mL rempli
de PBS.
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Lorsque tous les ceufs ont été transférés (leur présence a été vérifiée au microscope),
quatre lavages successifs ont été effectués afin d’éliminer la solution sucrée. Cela a
consisté en quatre centrifugations a 2500 tours par minute pendant 2 minutes a 20°C, le
surnageant a été retiré entre chaque centrifugation et a été remplacé a nouveau par du
PBS afin de diminuer la concentration en solution sucrée. A la fin des centrifugations, 10

mL de PBS ont été ajoutés et les ceufs présents dans le tube ont été comptés.

b) Préparation des extraits

Le controle négatif a été préparé avec 4% de diméthylsulfoxyde (DMSOQ) dans du PBS,
soit 400 uL de DMSO dans 9,6 mL de PBS. Onze grammes de chaque extrait ont été dilués
dans 50 uL de DMSO et 1,25 mL de PBS pour constituer une solution-mére a 8000 pg/mL.
A partir de cette solution-mere, une gamme de concentrations a 4000, 2000, 1000 et 500
ug/mL a été réalisée en cascade par dilutions successives dans la méme solution que le
témoin négatif.

Quatre cents microlitres d’extraits de chaque concentration préparée (y compris la
solution-mere) ont été déposés en quatre réplicats dans une plaque de 96 puits (Figure
22). Ensuite, 400 pL de la suspension d'ceufs préalablement préparée ont été ajoutés a
chaque puits de la plaque. Les concentrations finales sont ainsi de 4000, 2000, 1000, 500
et 250 pg/mL. Afin de protéger les ceufs des variations de température, du PBS est ajouté
en périphérie de la plaque. Enfin, la plaque a été recouverte avec du parafilm et celle-ci a
été mise a I'étuve a 28°C pour une incubation de 48 heures.

Aprés ces 48 heures, une goutte de solution de Lugol (1 g d'iode, 2 g d'iodure de
potassium et 50 mL d’eau distillée) a été ajoutée a chaque puits de la plaque pour stopper
I"éclosion. Une goutte de chaque puits a ensuite été déposée sur une lame et observée au
microscope, quatre fois pour chaque puits. Les ceufs et les larves ont alors été comptés au
microscope. La présence d'un faible nombre de larves indique qu'il y a une forte inhibition
de I'éclosion des ceufs et que I'extrait testé est actif. Le logiciel POLO PLUS® utilisé a
I'école vétérinaire a permis de calculer des ECso* et ICos*. Une moyenne de la
concentration efficace pour inhiber 50% de I'éclosion (ECso) a ainsi été calculée par les
quatre réplicats de chaque concentration ainsi qu’un intervalle de confiance ICgs. Le test
du controle positif, thiabendazole, a été réalisé a plusieurs concentrations : 0,3, 0,6, 1,25,

2,5, 5 et 10 ug/mL sur les deux souches : sensible (JUAN) et résistante (WR).
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Figure 22 : Réalisation de la plaque pour le test EHA

1.3.2. Test de dégainement des larves (LEIA) [66][67]
Ce test in vitro a été utilisé afin d'observer I'effet anthelminthique d'un extrait de

champignon sur le dégainement des larves au stade L3 dont la mue est incompleéte.
L'efficacité du champignon sera prouvée s'il inhibe de facon significative le dégainement
des larves par rapport a un témoin. En effet, Iinhibition du dégainement chez la larve
I'empéche d'acquérir son pouvoir infestant. Le test a consisté a mettre en contact les
larves L3 avec des solutions de concentration croissante d’extrait de champignons. Le
nombre de larves qui muent et sortent de leur gaine ont alors été comptés contre celles

qui n‘arrivent pas a se dégainer (Figure 23).

«—Larve dégainée

Gaine

Figure 23 : Haemonchus contortus engainé (gauche) et dégainé (droite) [68]
a) Choix de I'étalon

Le dégainement artificiel des larves L3 a été induit par une solution contenant 2%

d'hypochlorite de sodium et 16,5% de chlorure de sodium, appelée solution Milton®.
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Avant de mettre en place le test, il a fallu au préalable déterminer la concentration en
solution de Milton nécessaire pour provoquer le dégainement. Différentes dilutions ont été
effectuées : 1/5, 1/4, 1/3 et au 1/2 pour donner des concentrations respectives en
hypochlorite de sodium de 4 %o, 5 %o, 6,6 %o et 10 %o. Un test de dégainement a
ensuite été réalisé avec un volume égal (dilution au %2) de larves L3 a une concentration
de 1000 larves/mL dans du PBS pour obtenir des concentrations finales respectives de
2%o, 2,5 %o, 3,3 %o et 5 %o. Puis, 40uL de chaque solution ont été prélevés toutes les
20 minutes (to, ta0, tao, teo), €t étalés entre lame et lamelle puis fixés a la chaleur. Enfin,
les larves engainées et dégainées ont été comptées. Cette expérience a été renouvelée 4
fois. La courbe obtenue pour chaque concentration en fonction du temps a permis de
trouver la concentration de solution de Milton provoquant un dégainement optimal. En
effet, la pente de la courbe de saturation ne doit étre ni trop forte (sinon toutes les larves
seraient dégainées), ni trop faible (sinon il n'y aurait pas assez de larves dégainées). La
concentration de Milton, requise ici pour permettre un dégainement linéaire, progressif et

total au bout de 60 minutes pour le témoin de référence, a été de 2,9 %o soit 0,3%.

b) Protocole du test de dégainement (mise en contact des extraits avec les

larves)

Une solution mere d’extrait du champignon a tester a une concentration de 2400 ug/ml
a été préparée dans du tampon phosphate salin (PBS). Un millilitre de suspension de
larves L3 a 1000 larves/mL a été mis en contact avec 1 mL des différentes solutions
d’extraits de champignons pour obtenir des concentrations finales dans les puits de 1200,
600, 300 et 150 pg/mL. Un contrdle négatif a été préparé avec uniquement du PBS et des
larves. Les larves ont été laissées en contact avec les solutions d'extraits pendant 3
heures & 22°C et ont été agitées toutes les heures. A la fin de cette période, trois lavages
successifs ont été effectués : cela a consisté en trois centrifugations a 2000 tours par
minute a 20°C et 1 ml de surnageant a été remplacé par du PBS entre chaque lavage.

Lors du dernier lavage, aucun ajout de PBS n'a été effectué.

c) Suivi de la cinétique de dégainement

Deux cents microlitres d’extrait a chacune des 4 concentrations ont été déposés dans
un tube Eppendorf. A T=0, 40 ul de chacune de ces 4 solutions ont été déposés sur une
lame afin d'observer le nombre de larves engainées et dégainées, ceci en quatre réplicats
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par concentration. Cent soixante microlitres de solution Milton a 0,3% ont été ajoutés
dans chaque Eppendorf puis 40 ul de chacune de ces 4 solutions ont été déposés sur une
lame. Le nombre de larves a été compté a T=20, T=40 et T=60 minutes. Un contrdle
positif d’épigallocatéchine gallate (EGCG) a été réalisé a différentes concentrations : 37,5,
75, 150, 300 pg/mL [69]. Une moyenne de la concentration efficace pour inhiber 50% du
dégainement (ECsg) a ainsi été calculée par les quatre réplicats de chaque concentration
grace au logiciel POLO PLUS®.

1.4. Analyses chimiques

1.4.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les CCM ont été réalisées sur des plaques de type TLC Silica gel 60 F254 (Merck,
Darmstadt, Allemagne). Différentes phases mobiles ont été testées. Pour les extraits bruts
cyclohexane et dichlorométhane, le systeme d’élution toluéne/acétate d'éthyle 90:10 (v/v)
a été retenu. Concernant les extraits bruts méthanoliques et aqueux, I'élution a été
réalisée dans un mélange n-butanol/acide acétique/eau (4:1:5), appelé BAW, dont la
phase organique (supérieure) seulement est utilisée. Aprés migration des composés, une
observation des plagues sous une lampe UV a été réalisée : a 254 nm et a 366 nm avec
une lampe CAMAG Reprostar 3 (CAMAG, Muttenz, Switzerland). Une révélation chimique a
ensuite été réalisée par pulvérisation de vanilline sulfurique. Les plaques ont été
photographiées par un CAMAG ChromaCIM (CAMAG). Pour les fractions de I'extrait
méthanolique de Phellodon niger (PNM), la phase mobile a consisté en un mélange
Chloroforme/Méthanol 90:10 (v/v) puis 80:20 (v/v) pour les fractions plus polaires
obtenues par la suite. Pour certaines analyses CCM, le dépot a été réalisé par un déposeur
automatique de type CAMAG TLC Sampler 4 (ATS 4). Le logiciel utilisé est WinCATS®
(CAMAG).

1.4.2. Chromatographie liquide ultra haute performance couplée a un détecteur
a barrette de diode (CLUHP-BD)

L'appareil utilisé est LaChromUltra VWR (Hitachi, Tokyo, Japon) avec une pompe L-
2160U et un injecteur L-2200U. La colonne a été maintenue a la température de 30°C par
un four thermostaté L-2300. La détection a été réalisée par un détecteur a barrette de
diode L-2455U. La séparation analytique des extraits méthanoliques a été réalisée sur une

colonne C18 Kinetex (Phenomenex, Torrance, Etats-Unis) 2,6 um 100A 100 x 4,6 mm.
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Le débit a été de 1mL/min. Différents gradients utilisant de I'eau milliQ avec de I'acide
formique et de l'acétonitrile HPLC grade (Fisher scientific, Loughborough, UK) ont été
essayés. Les échantillons ont été préparés a une concentration de 1 mg/mL. Pour faire
varier la résolution, différentes préparations d'échantillons, 100% MeOH ou H,0/ACN :
50:50 (v/v) et différents volumes d'injection ont été testés (10, 20 et 30 pL).

Gradient 1

100
90 / \

o / \
o / \
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/ \
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0 2,5 5 7 12 20 30 32,5 35 37,5
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Figure 24 : Gradient ACN/eau HCOOH utilisé pour la séparation en CLUHP-BD avec la
colonne C18 Kinetex

Les extraits méthanoliques de Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum ont été
analysés par le gradient 1 (Figure 24), utilisant de I'acétonitrile et de I'eau milliQ + acide
formique 0,1%. Le gradient a débuté avec 5% d’ACN puis différentes pentes ont été
élaborées afin d'optimiser la séparation des composés présents dans ces extraits
méthanoliques.

Concernant les extraits aqueux, il n‘a pas été possible d’obtenir une bonne séparation
avec la colonne C18 Kinetex, malgré I'augmentation, en conditions initiales, du
pourcentage d'H,0 + 0,1% HCOOH a 100%.

Une colonne HILIC Luna (Phenomenex, Torrance, Etats-Unis) 5 ym 150 x 4,6 mm a
alors été utilisée avec un mélange ACN/eau 90:10 (v/v) en conditions initiales avec
augmentation du pourcentage de la phase aqueuse au cours du temps, gradient 2 (Figure
25). Deux tampons différents ont aussi été utilisés : formiate d'ammonium a pH 3,2 et

acétate d'ammonium a pH 5,2, utilisant aussi le gradient 2.
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Figure 25 : Gradient ACN/eau utilisé pour la détection en CLUHP-BD avec la colonne HILIC
Luna

1.4.3. Chromatographie liquide ultra haute performance couplée a un
spectrometre de masse en tandem et a un détecteur de type Corona
(CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona)

Les analyses ont été effectuées sur un appareil de chromatographie UltiMate™ 3000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis) avec une pompe Dionex Ultimate 3000
RS, un injecteur Dionex Ultimate 3000 RS et une barrette de diode Dionex UltiMate™
3000 (Thermo Fisher Scientific). Un détecteur d'aérosols chargés Dionex Corona Veo
(Thermo Fisher Scientific) a permis de détecter tous les types d'analytes. Le spectrometre
de masse LCQ Deca XP Max (Thermo Scientific Finnigan), source ESI avec un analyseur a
trappe d'ion (TI) a permis d’obtenir des analyses en mode full scan et en mode data
dependent scan (fragmentation de l'ion majoritaire a chaque scan). Les parametres de
masse sont présentés dans le Tableau 11. Un spliter (Analytical Scientific instruments) a
permis de détecter simultanément les composés dans chaque détecteur : barrette de
diode et corona. Le logiciel utilisé pour le traitement de données est Xcalibur 4.0™
(Thermo Scientific). Un gradient de 21 min utilisant de I'acétonitrile et de I'eau avec 0,1 %
d'acide formique a été mis en place, gradient 3 (Figure 26). Les échantillons ont été
préparés a une concentration de 1 mg/mL dans H,O/ACN 50:50 (v/v) pour HFM et 100%
ACN pour PNM, puis filtrés sur des filtres en nylon de 0,45 um ou sur des filtres pour
Minisart® RC4 (Sartorius, Goéttingen, Allemagne) avec une membrane de 0,45 um. Un

volume de 10 UL a été injecté a un débit de 0,4 ml/min.
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Figure 26 : Gradient ACN/eau HCOOH utilisé pour la détection en CLUHP-ESI-TI-SM/SM-
Corona avec la colonne C18 Kinetex

Tableau 11 : Tableau des parameétres de masse de la source ESI sur le LCQ

Mode d’ionisation Positif Négatif
Masse range m/z 50 a 2000 m/z 50 a 2000
Débit du gaz vecteur 70 ua 70 ua
Débit gaz auxiliaire 15 ua 15 ua
Voltage spray 5kV 4,5 kV
T° capillaire 350°C 350°C
Voltage capillaire 15 Volts - 15 Volts
Tube lens offset 50 Volts - 45 Volts
Logiciel XCalibur XCalibur

1.4.4. Chromatographie liquide ultra performance couplée a un spectromeétre de
masse haute résolution (CLUP®-ESI-QTof-SMF)

Cette technique a permis d’obtenir la masse exacte des ions détectés. Les analyses ont
été effectuées sur un appareil de chromatographie Acquity UPLC® (Waters, Milford, Etats-
Unis). Une colonne Acquity Waters BEH C18 : 100 x 2,1 mm 1,7 um a été utilisée avec le
méme gradient 3 mais utilisant de I'acide formique dans I'acétonitrile, soit H,0 + 0,1%
HCOOH / ACN + 0,1 % HCOOH a un débit de 0,3 mL /min. La colonne a été maintenue a
35°C. Les échantillons ont été préparés a une concentration de 1 mg/mL dans un mélange
eau/ACN 50:50 (v/v) pour HFM et 100% ACN pour PNM puis filtrés sur des filtres en nylon
de 0,45 pum ou sur des filtres pour Minisart® RC4 (Sartorius) avec une membrane de 0,45
pum. Un volume de 2 pL a été injecté. Les parameétres de masse sont présentés dans le
Tableau 12.

L'approche SME permet d’obtenir des informations de fragmentation dans I'étude en
LC/MS de petites molécules présentes dans des mélanges complexes [70]. En réalisant
des acquisitions simultanées de la masse exacte a haute et a basse énergie de collision,

cette technique est capable d'élucider des informations sur la composition et la
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fragmentation. Cette nouvelle technique utilise une approche dans laquelle des balayages
sont acquis a basse énergie de collision dans la cellule de collision pour obtenir des
informations d’ions précurseurs. En paralléle, une haute énergie de collision est alternée
pour obtenir des informations telles qu’un full scan (balayage complet) avec les masses

exactes des fragments, des ions précurseurs et des pertes de neutres (Figure 27).

Tableau 12 : Tableau des paramétres de masse de la source ESI sur QTOF
Mode d’ionisation Positif Négatif
Masse range m/z 50 a 1200 m/z 50 a 1200
Débit Gaz de désolvatation 1100L/hr 1100L/hr
Débit Gaz Cone 20L/hr 20L/hr
Voltage Capillaire 3 kv 2,5 kv
Tube Lens offset 17 Volts 24 Volts
Température désolvatation 450°C 450°C
Energie de collision Full scan 6eV 6eV
Energie de collision SM* 153 35 eV 15 35 eV
Logiciel MassLynx 4.1 MassLynx 4.1
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Figure 27 : Alternance de collecte de données de basse (MSF) et de haute énergie de
collision (MS) [70]
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1.4.5. Chromatographie sur couche mince couplée a un spectrométre de masse
(CCM-SM)

L'interface utilisée est de type CAMAG catégorie N°022.8401 et série N°181117.
L'entrée de solvant se fait par la pompe CLHP LaChromUltra VWR (Hitachi) L-2160U a un
débit de 0,1 a 0,3 mL/min. Le détecteur utilisé, spectrométre de masse a analyseur a
trappe d'ion, est celui décrit précédemment dans les analyses par CLUHP-ESI-TI-SM/SM-
Corona. Un piston vient prélever la tache sélectionnée sur la CCM en utilisant le I'azote a
une pression de 0,4 a 0,5 bar. Un courant de solvant vient désorber les molécules de la
silice. Celles-ci sont ensuite détectées par spectrométrie de masse.
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1.5. Fractionnement

Le fractionnement de I'extrait méthanolique de Phellodon niger (PNM) a été réalisé sur
une colonne ouverte de chromatographie. Un petit morceau de laine de verre a été
préalablement déposé en bas de la colonne. La phase stationnaire a consisté en 50 g de
silice Si 60 (40-63 ym) Merck, mis préalablement 1h a I'étuve a 70°C. La colonne a été
conditionnée dans 100% de chloroforme. L'extrait étant peu soluble dans les conditions
initiales d'élution, un dépot sec a été réalisé (1 g d'extrait adsorbé sur de la silice 60 (40-
63um) Merck). Ce dernier a été déposé délicatement sur la phase stationnaire et a été
recouvert par du sable de Fontainebleau. La phase mobile a consisté en 200 mL de
mélange de solvant de polarité croissante : CHCI3/MeOH 99:1, 97:3, 95:5, 90:10, 85:15,
80:20, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90, 0:100 (v/v). Des fractions de 50 mL ont été
récupérées et le solvant a été évaporé au Rotavopor® afin d’obtenir les différentes
fractions séches. Celles-ci ont été pesées et analysées en CCM. Ces fractions ont été
regroupées si leur profil chimique (mémes révélations a un méme Rf) était identique
(Figure 28).

Peters Marion | Etat des lieux des traitements anthelminthiques sur Haemonchus contortus. Evaluation chimique 65
et biologique sur ce parasite de deux macromycétes : Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum



2. Résultats et discussion

2.1. Extraction

Les extractions successives de chaque champignon (120 g) ont permis d'obtenir 4
extraits pour chaque champignon. Des abréviations leurs ont été attribuées pour simplifier

les résultats (Tableau 13).

Tableau 13 : Abréviations données aux extraits des deux champignons

Hydnellum ferrugineum | Phellodon niger
Cyclohexane HFC PNC
Dichlorométhane HFD PND
Méthanol HFM PNM
Eau HFE PNE

Un bilan massique a été calculé en fonction de la quantité pesée au départ avant
I'extraction, soit 120 g de poudre pour chaque champignon. Les résultats sont présentés
dans le Tableau 14 ci-dessous. La masse des extraits apolaires, cyclohexane et
dichlorométhane, relativement faible, a mis en évidence la présence de composés tres
apolaires en petite quantité dans chacun des deux champignons. Les masses des extraits
polaires, méthanolique et aqueux, beaucoup plus importantes, a indiqué la présence de
nombreux composés polaires en petites quantités ou peu de composés mais en grande

quantité.

Tableau 14 : Rendements massiques obtenus pour chaque extrait

Masse (g) Rendement en Masse (g) Rendement en
(Rendement %‘ par rapport (Rendement %‘par rapport
Extrait | massique en a la masse Extrait | massique en a la masse
% par rapport totale % par rapport totale
au 120g) d’extrait au 120g) d’extrait
obtenue obtenue
HFC 1,73 (1,4%) 9% PNC 2,77 (2,3%) 12%
HFD 1,06 (0,9%) 6% PND 0,92 (0,8%) 4%
HFM 8,62 (7,2%) 47% PNM 15,01 (12,5%) 65%
HFE 7,03 (5,8%) 38% PNE 4,42 (3, 7%) 19%
Total (11;';‘0‘}0) 100 % Total | 23,2 (19,3%) 100 %

2.2. Evaluation de I'activité biologique des extraits sur
Haemonchus contortus
Les extraits obtenus précédemment par I'extraction au reflux ont chacun été testés sur
le parasite Haemonchus contortus. La réalisation de deux tests différents afin de
déterminer l'activité anthelminthique, d'une part sur une souche sensible (JUAN) et
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d’autre part, sur une souche résistante (WR) aux benzimidazoles et aux avermectines ont

été réalisés a I'école vétérinaire de Toulouse.

2.2.1. Test d'éclosion des ceufs (EHA)

Le test d'éclosion des ceufs permet de déterminer l'activité anthelminthique. La
présence d'un faible nombre de larves indique qu'il y a une forte inhibition de I'éclosion
des ceufs due a I'extrait testé. Les résultats sont présentés (Tableau 16) pour la souche
sensible (JUAN) et (Tableau 17) pour la souche résistante (WR). L'ECso est donc la
moyenne des concentrations pour laquelle 50% d'inhibition de I'éclosion est induite. Les
extraits ont été testés a 5 concentrations : 250, 500, 1000, 2000, 4000 pg/mL.
Concernant le témoin positif, le thiabendazole, les résultats sont présentés dans le
Tableau 15. Il a été testé aux concentrations suivantes : 0,3, 0,6, 1,25, 2,5, 5 et 10

Hg/mL.

Tableau 15 : Résultats du test EHA du témoin positif, le thiabendazole, sur la souche
sensible (JUAN) et sur la souche résistante (WR)

Concentration | % éclosion | % inhibition % éclosion % inbition

(ug/mL) (JUAN) (JUAN) (WR) (WR)
10 0 100 13,9 86,1

5 0 100 7,5 92,5

2,5 0 100 11,2 88,8

1,25 0,1 99,9 5,5 94,5

0,6 0 100 8,5 91,5

0,3 0 100 12,3 87,7

Aucune valeur d’ECso n'a pu étre déterminée car elle est inférieure a la plus faible

concentration testée. Pour la souche sensible, 0 % d’éclosion signifie que le thiabendazole
exerce totalement son activité d’inhibition sur I'éclosion des ceufs en larves. Concernant la
souche résistante, le thiabendazole n’exerce pas totalement son activité d'inhibition de
I"éclosion puisque le pourcentage d'éclosion est supérieur a 0 %. Cependant, il est
constaté que l'activité du thiabendazole sur les deux souches est non dose-dépendante
dans la gamme de concentrations testées. Une variabilité des résultats est observée. Il

serait nécessaire de répéter les tests plusieurs fois afin de calculer des écarts-types.
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Tableau 16 : Résultats du test EHA sur la souche sensible (JUAN) des différents extraits

CHAMPIGNON | EXTRACTION ECso 1Cos (Hg/mL) | ICos (ug/mL)
(pg/mL) inférieur supérieur

P. niger eau 533,2 398,4 658,9
P. niger méthanol 1942,2 1839,0 2046,6
P. niger cyclohexane INACTIF*
P. niger Dichlorométhane INACTIF*

H. ferrugineum eau 809,9 744,8 874,7

H. ferrugineum méthanol 2944,4 2376,8 3256

H. ferrugineum cyclohexane INACTIF*

H. ferrugineum | dichlorométhane INACTIF*

Témoin positif thiabendazole 0,3, 0,6, 1,25, 2,5, 5et 10 pg/mL***

*  Aucune activité inhibitrice sur I"éclosion aux concentrations testées : 250, 500, 1000, 2000, 4000

ug/mL
*x*x Aycune ECsy n'a pu étre déterminée pour le témoin car la valeur est inférieure a la plus faible

concentration testée

D'aprées le Tableau 16, les extraits plutot polaires, aqueux et méthanoliques, présentent
une activité inhibitrice de I'éclosion des ceufs sur la souche sensible. A l'inverse, les
extraits plus apolaires, cyclohexane et dichlorométhane, n‘ont pas présenté d'activité dans
la gamme de concentrations testées.

L'extrait aqueux de Phellodon niger s'est révélé avoir une activité inhibitrice sur
I"éclosion la plus importante, avec une valeur d'ECsq de 533,2 pg/mL. Par comparaison
avec le témoin positif, I'extrait PNE est donc moins actif que I'anthelminthique de
synthese, thiabendazole. Néanmoins, I'extrait testé est un extrait brut, c’est-a-dire un
mélange complexe de molécules alors que le témoin est une molécule pure. Cependant, il
est difficile de chiffrer cette différence d’activité puisqu’une variabilité des résultats est
observée.

Il est donc nécessaire de poursuivre par un fractionnement afin de déterminer la

substance responsable de |'activité.
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Tableau 17 : Résultats du test EHA sur la souche résistante (WR) des différents extraits

CHAMPIGNON | EXTRACTION ECso 1Cos (Hg/mL) | ICos (ng/mL)
(pg/mL) inférieur supérieur

P. niger eau 408,2 353,2 464,3
P. niger méthanol 760,7 733,5 787,9
P. niger cyclohexane INACTIF*
P. niger dichlorométhane INACTIF*

H. ferrugineum eau 894,8 673,2 1146,5

H. ferrugineum méthanol ACTIF (entre 600 et 1200 pg/mL)**

H. ferrugineum cyclohexane INACTIF*

H. ferrugineum | dichlorométhane INACTIF*

Témoin positif thiabendazole 0,3, 0,6, 1,25, 2,5, 5et 10 pg/mL***

* Aucune activité inhibitrice sur I’éclosion aux concentrations testées : 250, 500, 1000, 2000, 4000

pg/mL

**  Aucune valeur n‘a pu étre calculée par le logiciel POLO PLUS®

*x* Aucune ECsy n‘a pu étre déterminée pour le témoin car la valeur est inférieure a la plus faible
concentration testée

D'aprés le Tableau 17, les extraits aqueux et méthanoliques des deux champignons
présentent une activité inhibitrice sur I'éclosion des ceufs de la souche résistante, aux
concentrations testées. A l'inverse, les résultats ont montré que les extraits cyclohexane
et dichlorométhane ne présentent pas d‘activité inhibitrice dans la gamme de
concentrations testées sur cette souche résistante. Aucune inhibition de I'éclosion n'a été
observée, méme a 4000 pg/mL, plus forte concentration testée.

L'extrait PNE se révéle avoir |'activité inhibitrice la plus importante des extraits testés
sur la souche résistante avec une valeur d’ECsy de 408,2 pg/mL. Néanmoins, |'extrait testé
est un extrait brut, c’est-a-dire un mélange complexe de molécules alors que le témoin est
une molécule pure. Cependant, il est difficile de chiffrer cette différence d‘activité
puisqu’une variabilité des résultats est observée.

Au vu des résultats du test sur I'éclosion des ceufs, les extraits les plus intéressants a

étudier sont d'abord, les extraits aqueux puis les extraits méthanoliques.

2.2.2. Test de dégainement des larves (LEIA)
Le second test réalisé a été un test de dégainement des larves au stade L3. Le nombre

de larves qui muent et sortent de leur gaine a été compté par comparaison a celles qui
n‘arrivent pas a se dégainer. L'extrait présente donc une activité s'il inhibe le
dégainement. Une gamme a été réalisée avec les concentrations suivantes : 150, 300,

600, 1200 pg/mL. Les résultats des extraits sont présentés pour le test sur la souche
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sensible (Tableau 18) et pour le test sur la souche résistante aux benzimidazoles et aux
avermectines (Tableau 19).

D'apres le Tableau 18, les extraits dichlorométhane, cyclohexane et aqueux ne
présentent pas d‘activité inhibitrice du dégainement des larves de la souche sensible, aux
concentrations testées. L'extrait PNM est le plus actif des extraits sur l'inhibition du
dégainement, avec une valeur d’ECso de 480,4 pg/mL, soit 4 fois moins actif que le
controle positif, |"épigallocatéchine gallate (ECGC) (ECso de 108,6 pg/mL). Comme
précédemment lors du test EHA, ceci peut s’expliquer par le fait que I'extrait testé est un
mélange complexe de molécules alors que le témoin est une molécule pure. En revanche,
le logiciel n"a pas pu calculer de valeur pour HFM sur la souche sensible.

Tableau 18 : Résultats du test LEIA sur souche sensible (JUAN) des différents extraits

CHAMPIGNON | EXTRACTION ECso ICos (ug/mL) | 1ICos (ng/mL)
(pg/mL) inférieur superieur
P. niger eau INACTIF*
P. niger méthanol 4804 | 449,1 | 513,2
P. niger cyclohexane INACTIF*
P. niger dichlorométhane *rx
H. ferrugineum eau 840,4 | 788,8 | 895,3
H. ferrugineum méthanol ACTIF (entre 600 et 1200 pg/mL)**
H. ferrugineum cyclohexane INACTIF*
H. ferrugineum | dichlorométhane o
ECGC contrdle positif 1086 | 98,7 | 119,4

*  Aucune activité inhibitrice sur I'éclosion aux concentrations testées : 150, 300, 600, 1200 ug/mL
** Aucune valeur précise n‘a pu étre calculée avec le logiciel POLO PLUS®
*x* Non testé car extrait non soluble dans le DMSO

Tableau 19 : Résultats du test LEIA sur souche résistante (WR) des différents extraits

CHAMPIGNON | EXTRACTION ECso 1Cos (ug/mL) | ICos (pg/mL)
(pg/mL) inférieur superieur
P.niger eau 817,8 772,9 863,9
P.niger méthanol 198,0 188,3 209,6
P.niger cyclohexane INACTIF*
P.niger dichlorométhane *rx
H.ferrugineum eau 791,5 554,9 1343,3
H.ferrugineum méthanol 328,8 276,7 386,6
H.ferrugineum cyclohexane INACTIF*
H.ferrugineum | dichlorométhane koK
EGCG contréle positif 165,6 117,8 223,9

*  Aucune activité inhibitrice sur I’éclosion aux concentrations testées : 150, 300, 600, 1200 ug/mL
*x* Non testé car extrait non soluble dans le DMSO
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D'apres le Tableau 19, les extraits dichlorométhane et cyclohexane ne présentent pas
d’activité inhibitrice du dégainement des larves de la souche résistante, aux
concentrations testées. L'extrait PNM se révele étre |'extrait le plus actif sur I'inhibition du
dégainement avec une valeur d’ECsq de 198,0 ug/mL, du méme ordre de grandeur que
I'ECso du contrdle positif, ECGC (ECsq de 165,6 pg/mL). L'objectif d'utiliser ce témoin
positif, épigallocatéchine gallate riche en tanins, est de comparer |'activité des extraits de
champignons aux tanins, préalablement étudiés a I'ENVT [69].

Au vu des résultats du test sur le dégainement des larves, les extraits les plus
intéressants a étudier sont d’abord, les extraits méthanoliques des deux champignons puis

leurs extraits aqueux.

2.2.3. Bilan sur lI'activité des extraits

Ces deux tests montrent tous les deux I'activité anthelminthique des différents extraits
sur une souche sensible et sur une souche résistante aux benzimidazoles et aux
avermectines. Les extraits méthanoliques et aqueux de chacun des deux champignons se
sont révélés étre les extraits les plus actifs et ont été analysés en chimie pour en étudier

la composition.

2.3. Analyses chimiques des extraits bruts des deux macromyceétes

Aprés les résultats d'activité biologique, les extraits ont ensuite été analysés afin

d'étudier la composition de I'extrait.

a) Chromatographie sur couche mince (CCM)

Dans un but analytique, et afin de comparer les profils chimiques des différents
extraits, ceux-ci ont été analysés en CCM. Les extraits ont été déposés sur des plaques
CCM et ont été élués dans différents solvants afin d’observer la complexité de chaque
extrait. Aprés élution, une observation des plaques sous une lampe UV a été réalisée : a
254 nm et a 366 nm. Une révélation a ensuite été accomplie par pulvérisation de vanilline

sulfurique (Figure 29).
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Phase stationnaire : Silice

Phase stationnaire : Silice
normale

. normale
Phase mobile :
Phase mobile : toluéne / acétate
d'éthyle : 9/1 (v/v)

Révélée a la vanilline sulfurique

butanol/acide
acétique/eau (BAW)
4/5/1 (v/v/v)

Révélée a la vanilline

sulfurique

Figure 29: CCM des extraits polaires HFE, PNE et HFM, PNM (gauche) et CCM des extraits
apolaires HFC, PNC et HFD, PND (droite)

Concernant les extraits aqueux, a gauche sur la Figure 29, les composés ont une tres
forte affinité pour la silice. Il a donc été difficile de faire éluer les composés dans le BAW
avec des Rf communs entre les deux champignons : 0,11, 0,22 et une tache en plus pour
PNE avec un rapport frontal (Rf) de 0,38. D'autres systemes ont été essayes, tels que
chloroforme / méthanol / eau 65:45:10 (v/v/v) ou chloroforme / méthanol / acide
acétique / eau : 60:32:12:8 (v/v/v/v) dans le but de protonner tous les composés pour
qu'ils restent moins adsorbés sur la silice. L'élution n'a pas été suffisante (Rf < 0,3) pour
ces deux systemes et des traces ont été observées au lieu de taches. Le BAW a cependant
été le systeme d'élution le plus approprié pour séparer les composés des extraits
méthanoliques. Plusieurs taches ayant des Rf identiques entre HFM et PNM ont été
observées : 0,11, 0,22, 0,39, 0,46. Une tache a un Rf de 0,77 pour HFM et de 0,89 pour
PNM a permis de les différencier.

Concernant les extraits plus apolaires (Figure 29 droite), le systeme d’élution choisi,
toluéne / acétate d'éthyle 9:1 (v/v), a permis d'éluer un grand nombre de composés dont
certains ayant des Rf identiques pour les quatre extraits HFC, PNC, HFD et PND (Rf : 0,06,
0,26, 0,33, 0,38, 0,69, 0,87 et 1). Cependant, une tache jaune a la vanilline sulfurique
(Rf : 0,47) a été retrouvée sur les deux extraits cyclohexane et dichlorométhane
d’Hydnellum ferrugineum mais n'a pas été observée dans les mémes extraits chez

Phellodon niger. Une tache dans I'extrait PNC (Rf : 0,62) a aussi été détectée.
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Les profils des deux champignons pour chaque type d’extrait ont des profils
chromatographiques trés similaires ; il semblerait alors que leur composition soit
relativement proche. Afin d’approfondir cette étude chimique, des analyses en CLUP-UV-

SM ont été réalisées.

b) Extraits aqueux des deux macromyceétes

Concernant les extraits aqueux, il a été tres difficile d’obtenir une bonne séparation. Les
composés étant trés polaires, ils ont peu d’interactions avec la phase stationnaire C18
apolaire. Aprés injection de 10 WL de l'extrait aqueux d’Hydnellum ferrugineum a 10
mg/mL, un pic a été mis en évidence sur le chromatogramme, a un temps de rétention
trés proche de celui du pic d'injection. Afin d’optimiser I'analyse, différents gradients ont
été essayés, notamment en augmentant le pourcentage d’eau dans les conditions initiales,
100 % H,0 + 0,1 % HCOOH au lieu de 95% dans la méthode décrite (Figure 24).
Cependant, aucun gradient ne s’est avéré concluant pour une bonne séparation des
composés contenus dans chacun des deux extraits aqueux. La phase stationnaire C18
n‘étant pas adaptée a |'étude de ces composés polaires, un changement de phase
stationnaire a alors été envisagé. Différentes analyses ont alors été réalisées en utilisant
une phase stationnaire de type HILIC, plus adéquate pour ce type de composés, et un
gradient 2 ACN/H,0 (Figure 25) comme phase mobile. Malgré I'utilisation de tampons
acétate d'ammonium et formiate d'ammonium, aucune séparation satisfaisante n‘a pu étre
obtenue.

L'étape de mise au point n‘a donc pas été concluante avec les deux extraits aqueux.
Aucune des deux phases stationnaires n'a été adaptée pour la séparation de ces extraits.

Ainsi, au vu des résultats d’activité biologique intéressants, de la plus grande facilité
d’analyse en chromatographie liquide, et de la quantité d’extrait obtenue, il a été choisi de
réaliser une étude plus approfondie des extraits méthanoliques d'Hydnellum ferrugineum

et de Phellodon niger.

c) Extrait méthanolique d'Hydnellum ferrugineum

Chromatographie liquide ultra haute performance couplée a un détecteur a barrette de
diode (CLUHP-BD)
L'utilisation de cette technique a permis de réaliser une étape de mise au point de la

méthode de séparation et de faire une analyse préliminaire de la composition chimique
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des différents extraits avant de les analyser en CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona ou en

CLUP®-ESI QTof-SME. Concernant les extraits méthanoliques pour les deux macro-

mycetes, le gradient utilisé (ACN/H,O + 0,1 % HCOOH), apres optimisation, est celui

représenté sur le gradient 1 (Figure 24). Avec la colonne C18 utilisée, le pourcentage

d’ACN est augmenté au cours du temps afin d'éluer les composés moins polaires. La mise

au point de la méthode a été réalisée par modification de la préparation de I'échantillon et

du volume injecté afin d’obtenir une meilleure résolution. Un chromatogramme expliquant

ces différentes modifications est présenté (Figure 30) pour HFM, Les conditions optimales

retenues pour les analyses ultérieures de I'extrait HFM ont consisté en I'injection de 10 uL

d’échantillon préparé dans un mélange H,0/MeOH 50:50 (v/v) (chromatogramme rose).
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Figure 30 : Zoom de la comparaison de la préparation et du volume d'injection sur HFM en

CLUHP-BD

L'extrait méthanolique d’Hydnellum ferrugineum a révélé une composition assez

complexe avec de nombreux pics observés dans le chromatogramme a 254 nm

(chromatogramme rose en Figure 30). Les composés présents dans l'extrait semblent

relativement difficiles a séparer, dans ce systéme, malgré I'étape d’optimisation préalable.
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Afin d'avoir plus d'informations sur les composés présents dans I'extrait méthanolique

d'Hydnellum ferrugineum, des analyses en CLHP-SM/SM ont été réalisées.

Chromatographie liquide ultra haute performance couplée a un spectrometre de masse en
tandem et a un détecteur de type corona (CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona)

La mise au point réalisée en CLUHP-BD avec le gradient 1 n'a pas été reproductible en
CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona. Un nouveau gradient a donc été optimisé (Gradient 3
Figure 26).

En mode d'ionisation positive (Figure 31), I'extrait HFM a montré un profil relativement
complexe notant la présence de nombreux pics mal résolus entre 5 et 7 min sur le total
scan (a) et a 254 nm (c). Le Corona (b) indique aussi la présence de nombreux composés
élués a des temps de rétention proche de ceux détectés sur le total scan (a) et d'autres
pics élués plus tardivement qui ne seront pas analysés ici puisqu'ils ne sont pas visibles
sur le total scan, et donc non observable dans les longueurs d’onde classiques (254 (c) et
366nm). Le chromatogramme CLUHP-ESI-TI-SM (d) a mis en évidence la présence de
nombreux pics notamment entre 5 et 7 min dont les pics 1 et 2 a des temps de rétention
respectivement de 6,3, 7,4 min. D'autres pics sont aussi présents sur le chromatogramme
(d) dont les pics 3, 4, 5 et 6 a des temps de rétention respectifs de 10,3, 11, 11,8 et 12,6
min. Ces pics (1 a 6) ont été analysés plus en détails. Les spectres de masse de ces

composés sont présentés ci-dessous (Figure 32 et Figure 34).
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Figure 31 : Extrait de H.ferrugineum méthanolique en CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona : PDA
(a), Corona (b), 254 nm (c), MS base Peak, mode positif d'ionisation (d)

HFM-1mgmL-H20-ACN-RC4 #355 RT: 6,28 AV: 1 NL: HEM-1mamL-H2O-ACN-RC4 #356 RT: 6,29

T: + ¢ ESIFull ms [100,00-1000,00]

19000000

18000000

17000000

16000000

15000000

14000000

13000000

12000000

11000000

10000000

9000000

8000000

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

[0}

100

370,94

a

-18

388,94

326,37

298,20

213,16
149,04

200 300 400

AV: 1 NL: 2.

T: "+ c ESId w Full ms2 370,94@cid35,00 [90,00-755,00]

432,40

28000000 b
26000000
24000000
22000000
20000000
18000000
16000000
14000000
12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000

o

324,84

[M+H-46-28]"

46__
| [M+H-46]"
«—

389.32 4:

L 11,J

235,64 287,01

i J T

—
506,68  1°°
538,22
559,50

616,68
639,45

500 600

) T T
300 400
m/z

T T
200

712,90
755,53
0 834,22
869,10
905,02
992,86
700 800 900 1000

Figure 32 : Spectre de masse du pic 1 (TR : 6,3 min), en mode positif d’ionisation full
scan (a) et spectre de fragmentation MS? obtenu en data dependent scan (b)

Peters Marion | Etat des lieux des traitements anthelminthiques sur Haemonchus contortus. Evaluation chimique

76

et biologique sur ce parasite de deux macromycetes : Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum



Le spectre obtenu pour le pic 1 met en évidence la présence d'un ion majoritaire de
m/z 370,94 (Figure 32). Cet ion peut correspondre a l'adduit proton [M+H]* d'une
molécule de MM 370 g/mol ou a I'adduit sodium [M+Na]® d’'une molécule de MM 348
g/mol. Le spectre de fragmentation montre la présence de deux ions fragments de m/z
324,84 correspondant a [M+H-46]*, probablement la perte d’'un [CO + H,0] pouvant
traduire la présence d'une fonction acide carboxylique dans la molécule, et de m/z 297,15
correspondant a [M+H-46-28]". La perte de 28u pourrait correspondre a la perte d’un
groupement carbonyle ou N, ou C;H4. L'analyse en mode négatif n'a pas permis de mettre
en évidence I'adduit [M-H] correspondant a ce méme temps de rétention.

La Figure 32 a révélée également la présence d'un ion de m/z 388,94. Dans la
littérature [62], Gripenberg a isolé deux pigments I'hydnuferrugine (36) (MM 370 g/mol)
et I'hydnuferruginine (37) (MM 388 g/mol) (Figure 33). Il pourrait s’agir des deux
molécules co-éluées puisque le chromatogramme est mal résolu entre 5 et 7 min. Un
réarrangement a partir d'un précurseur commun tel qu’une terphénylquinone (39) en
hydnuferrugine pourrait donner l'ion de m/z 370,94 majoritaire (Figure 33) [62]. La
terphénylequinone pourrait étre présente dans I'extrait puisqu’elle est décrite dans la
littérature pour cette espece [71]. La molécule (39) préalablement identifiée comme une
terphénylquinone par Gripenberg en 1981 [62] est identifiée comme la variegatine par Liu
en 2006 [71]. Il pourrait aussi s'agir de la molécule de MM 388 g/mol qui perd une

molécule d’eau spontanément dans la source afin de donner I'ion de m/z 371.

O —
HO O OH HO COOH
O. | O OHC— I CHO
HO 0 OH HOOC \

] \
0
Iy I “H A. l
Q
0

Figure 33 : Réarrangement a partir d'une terphénylquinone (39) en hydnuferruginine (36)
ou en hydnuferrugine (37) ou en acide théléphorique (38) d'aprés Gripenberg en 1981
[62]

Aprées analyse des données de masse, il s'est avéré que les pics 3, 4, 5 et 6 (Figure 31)

correspondent trés probablement a des contaminants, car ils sont retrouvés dans toutes
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les analyses réalisées. Une étude bibliographique nous a permis de supposer tres
fortement la présence de sels de benzylalkylmethylammonium dans nos extraits [72]. Ces
pics sont détectés a des temps de rétention de 10,03 min avec un ion de m/z 304,26 pour
3, a2 10,62 min avec un ion de m/z 332,28 pour 4, a 11,68 min avec un ion m/z de 360,29
pour 5 et a 12,51 min avec un ion de m/z 388,39 pour 6. Il s'agirait de sels présents dans
des désinfectants ou agents anti-corrosion.
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Figure 34 : Spectre de masse du pic 2 (TR : 7.40 min), en mode positif d'ionisation (a) et
spectre de fragmentation MS? obtenu en « data dependent scan » (b)

D'aprés la Figure 34, le spectre met en évidence la présence d'un ion majoritaire de
m/z 371,06. Cet ion peut correspondre a l'adduit proton [M+H]" d’une molécule de MM
370 g/mol ou a l'adduit sodium [M+Na]* d’une molécule de MM 348 g/mol. Le spectre de
fragmentation montre la présence de deux ions fragments de m/z 324,86 correspondant a
[M+H-46]", probablement la perte de 28u et d'eau, et m/z 297,04 correspondant a [M+H-
46-28]*. La perte de 28u pourrait correspondre a la perte de CO ou N, ou CHg. Il est
probable que la perte de 28u soit plutdt corrélée a la perte d’'un groupement carbonyle
dans ce cas puisque les composés identifiés dans la littérature pour cette espéce
présentent des groupements carbonyles. Cette hypothése mérite d'étre confirmée en
spectrométrie de masse haute résolution. Les fragments obtenus sont les mémes que

ceux présents pour le pic 1, ce qui peut laisser supposer des molécules de méme famille.
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Figure 35 : Spectre de masse du pic 2 de HFM (TR : 7,40 min), en mode négatif d'ionisation
(a) et spectre de fragmentation MS? obtenu en mode data dependent scan (b)

Le spectre en mode d'ionisation négative révele la présence d’un ion de m/z 415,01
correspondant a [M+HCOOH-H]  (Figure 35). Il pourrait aussi s'agir de la molécule

supposée précédemment, ayant pour MM 370 g/mol, I'hydnuferruginine.

Conclusion sur I'analyse de I'extrait méthanolique d’Hydnellum ferrugineum

L'extrait méthanolique d’Hydnellum ferrugineum a révélé une composition assez
complexe en CLUHP-BD avec de nombreux pics observés dans le chromatogramme a 254
nm (chromatogramme rose Figure 30) avec le gradient 1.

Dans I'analyse de I'extrait HFM, deux pics ont été annotés précédemment, 1 avec deux
ions majoritaires de m/z 370,94 et m/z 388,94 et 2 avec un ion de m/z 371,06.

Dans la littérature [62], Gripenberg a isolé deux pigments I'hydnuferrugine (36) (MM
370 g/mol) et I'nydnuferruginine (37) (MM 388 g/mol). D'apres les log P déterminés pour
les structures isolées de la littérature, log P = -2,6 pour I'hydnuferrugine (MM 370 g/mol)
et log P = -4,9 pour I'hydnuferruginine (MM 388 g/mol), on pourrait supposer que
I'hydnuferruginine serait plus polaire et donc moins retenue sur la colonne et aurait un
temps de rétention inférieur a I'hydnuferrugine. Le pic 1 pourrait étre I'hydnuferruginine et
le pic 2 pourrait étre I'hydnuferrugine. Cependant, pour le pic 1, il peut aussi s'agir de
plusieurs molécules co-éluées au vu de I'allure du pic sur le chromatogramme (d) (Figure
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31). Une optimisation du gradient afin de mieux séparer ces deux molécules co-éluées lors
de I'analyse CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona pourrait étre envisagée.

Des réarrangements chimiques au sein de la source d'ionisation pourraient étre
supposé. L'un des plus probables serait alors la perte d'une molécule d’eau dans la source
de l'ion m/z 388,9 pour donner lion m/z 370,9. Le pic 1 pourrait correspondre a une
molécule de MM 388 g/mol telle que I'hydnuferruginine, hypothése corrélée avec les log P.

Une analyse complémentaire en CLUP-ESI-QTOF-SMF pourrait confirmer I'hypothése
d’'une formule brute CigHi2050 correspondant a I'hydnuferruginine et CigHig0s
correspondant a I'hydnuferrugine. Cette analyse a été réalisée, cependant la présence de
contaminants majoritaires empéche de voir les composés réellement présents dans
I'extrait. Ces contaminants ont été identifiés comme étant du nylon, composé présent
dans les filtres utilisés pour la préparation de I'échantillon. Ces résultats ne sont donc pas
présentés ici puisqu’ils ne sont pas interprétables. Cet appareil étant sur un plateau
technique commun a l'université ; la réalisation de ces analyses est limitée.

Afin de compléter ces hypotheses, un fractionnement pourrait étre réalisé afin de
parvenir a une fraction pure pour l'analyser en RMN afin d’obtenir la structure de ces

molécules correspondant aux pics 1 et 2 (Figure 31).

d) Extrait méthanolique de Phellodon niger

Chromatographie liquide ultra haute performance couplée a un détecteur a barrette de
diode (CLUHP-BD)

De la méme maniére que pour l'analyse en CLUHP-BD pour I'extrait méthanolique
d'Hydnellum ferrugineum, le gradient utilisé (ACN/H,O0 + 0,1% HCOOH), aprés
optimisation, est celui représenté sur le gradient 1 (Figure 24). La mise au point de la
méthode a été réalisée par modification de la préparation de I'échantillon et du volume
injecté afin d'obtenir une meilleure résolution.

Un chromatogramme expliquant ces différentes modifications est présenté (Figure 36)
pour PNM. La meilleure résolution a été obtenue en injectant 30 uL d’extrait solubilisé

dans 100 % MeOH (en rose sur le chromatogramme).
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Figure 36 : Comparaison de la préparation et du volume d'injection de I'extrait PNM en
CLUHP-BD

L'extrait méthanolique de Phellodon niger a présenté un profil chromatographique plus
simple que celui d’Hydnellum ferrugineum (chromatogramme rose). La présence d’un pic
majoritaire @ 254 nm a pu étre détectée a un temps de rétention de 22,7 min. Le spectre
UV-visible correspondant présente cing maxima d'absorption : Amax = 224¢hx, 246, 278,
330, 344nm.

Afin d'avoir plus d'informations sur les composés présents dans I'extrait méthanolique

de Phellodon niger, des analyses en CLHP-SM/SM ont été réalisées.

Chromatographie liquide ultra haute performance couplée a un spectrométre de masse en
tandem et a un détecteur de type corona (CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona)

De la méme maniere que pour l'extrait méthanolique d'Hydnellum ferrugineum, le
gradient utilisé pour cette analyse est le gradient 3 (Figure 26).

La barrette de diode permet, en mode d'ionisation positive, de révéler la présence de
deux pics majoritaires, correspondant a des molécules éluées a des temps de rétention
6,9 et 7,5 min sur le total scan donné (a) (Figure 37). La technologie de détection
d'aérosols chargés, Corona, génére un signal directement proportionnel a la quantité

d'analytes. Elle nous a permis ici de confirmer la présence des pics (1 et 2) d'un point de
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vue quantitatif (b) (Figure 37). Le chromatogramme CLUHP-ESI-TI-SM (d) (Figure 37) a

également mis en évidence la présence de deux pics majoritaires a des temps de rétention

relativement proches (TR: 7,1 et 7,72) de ceux détectés sur la barrette de diode

(décalage dii au montage des détecteurs en série). Les spectres de masse de ces

composés sont présentés (Figure 38 et Figure 41).
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Figure 37 : Chromatogrammes de |'extrait méthanolique de P.niger obtenus par CLUHP-

ESI-TI-SM/SM-Corona
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Figure 38 :
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Le spectre obtenu pour le pic 1 met en évidence la présence d'un ion majoritaire de
m/z 353,11 (Figure 38). Cet ion peut correspondre a lion pseudomoléculaire [M+H]"
d'une molécule de MM 352 g/mol ou a l'adduit sodium [M+Na]* d’une molécule de MM
330 g/mol. L'ion-fragment obtenu en mode data dependent scan indique une perte de 28u
pouvant correspondre a la perte d'un groupement CO, N, ou C,H4. Le spectre UV-visible
correspondant présente trois maxima d'absorption : Amax = 237, 274, 325.
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Figure 39 : Spectre de masse du pic 1 de PNM (TR : 7,1 min), en mode négatif
d'ionisation (a) et spectre de fragmentation MS? obtenu en mode data dependent scan (b)

L'analyse en mode négatif (Figure 39) a mis en évidence, a ce méme temps de
rétention (TR : 7,1 min) un ion majoritaire de m/z 351 pouvant correspondre a la forme
déprotonnée [M-H] d'une molécule de MM 352 g/mol. En corrélant les analyses en mode
négatif et positif d'ionisation, la présence d’une molécule de MM 352 g/mol dans I'extrait
pourrait étre fortement supposée. D’aprés les données de la littérature, un composé de
MM 352 a déja été décrit chez Phellodon niger : il s'agit de I'acide théléphorique (38)
(Figure 40), qui pourrait donc correspondre au pic 1 [71]. Afin d'étayer cette hypothése,
une analyse en spectrométrie de masse haute résolution est indispensable pour accéder a

la formule brute la plus probable pour cette molécule.
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Figure 40 : Structure de I'acide théléphorique (38)
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Figure 41 : Spectre de masse du pic 2 (TR : 7,72 min), en mode positif d'ionisation (a) et
spectre de fragmentation MS? obtenu en « data dependent scan » (b)

Le spectre obtenu (Figure 37), pour le pic 2, met en évidence la présence d’un ion de

m/z 354,21 (Figure 41). Cet ion peut correspondre a l'adduit proton [M+H]™ d'une

molécule de MM 353 g/mol ou a I'adduit sodium [M+Na]® d'une molécule de MM 331

g/mol. Un ion majoritaire de m/z 337,12 identifié en full scan pourrait correspondre a la

forme ionique [M-NH3+H]". L'ion-fragment obtenu de m/z 309,05 a partir de 'ion de m/z

337,18 en mode data dependent scan indique une perte de 28u pouvant correspondre a la

perte d’'un groupement CO ou N; ou CH4. Le spectre UV-visible correspondant présente
cing maxima d'absorption : Amax = 224, 246, 278, 330, 344nm (e Figure 37).
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Figure 42 : Spectre de masse du pic 2 de PNM (TR : 7,80 min), en full scan en mode
négatif d'ionisation (a) et spectre de fragmentation MS? obtenu en mode data dependent
scan (b)

L'analyse en mode négatif (Figure 42) a mis en évidence un ion majoritaire de m/z
352,2 a ce méme temps de rétention (TR : 7,80). Ceci confirmerait la présence d'une
molécule de MM 353 g/mol dans I'extrait. Au vu de sa masse impaire, il s'agit d'une
molécule azotée avec un nombre impair d’azote. D’apres la consultation de SciFinder,
aucun composé ayant cette masse n‘a été identifié dans le regne des Fungi. Afin de
confirmer la masse de cette molécule, une analyse en spectrométrie de masse haute
résolution est indispensable pour accéder a sa formule brute la plus probable.

Les pics 3, 4, 5 et 6, retrouvés préalablement dans HFM (Figure 31), en ionisation
positive (Figure 37) correspondent treés probablement a des contaminants. Il s'agirait donc

de sels de benzylalkylmethylammonium [71].

Chromatographie liquide ultra performance couplée a un spectrométre de masse haute
résolution (CLUP®-ESI-QTof-SMF)

Afin d'étayer ces hypotheses, une analyse en spectrométrie de masse haute résolution
est nécessaire pour accéder a la formule brute la plus probable.

Lors d'une premiere analyse de |'extrait PNM filtré sur des filtres en nylon 0,45 ym, des
ions récurrents et présents dans le blanc ont été identifiés comme étant le nylon de
formule brute [C12H2:N,0,], donnant un ion de m/z 227,176 correspondant a [M+H]" avec

n=1, m/z 453,343 correspondant a [M+H]* avec n=2 et m/z 679,511 correspondant a
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[M+H]" avec n=3. Il s'agit de la contamination d’un des lots de ces filtres en nylon utilisés
usuellement au laboratoire. Les prochaines analyses dont les résultats sont présentés ci-
dessous ont été réalisées en utilisant des filtres pour seringues Minisart® RC4 avec une

membrane de 0,45 pym.
L'extrait brut PNM a donc été analysé en CLUP-ESI-QTof en utilisant les filtres

Minisart® RC4 dont le chromatogramme est présenté ci-dessous (Figure 43).
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Figure 43 : Chromatogramme LCMS de I'extrait PNM analysé en CLUP®-ESI-QTOF-SME
(mode positif d'ionisation)
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En CLUP couplée a un détecteur de masse haute résolution en mode positif d‘ionisation,
I'extrait PNM a montré la présence de nombreux pics. Apres soustraction des pics présents
dans le blanc et de ceux des contaminants, deux pics majoritaires 1 et 2 (Figure 43)
correspondant a des molécules éluées a des temps de rétention 5,33 et 6,51 min, ont été
analysés plus particulierement. Les spectres de masse de ces composés sont présentés
(Figure 44) et (Figure 45).

Trois pics, identifiés comme contaminants (Figure 43), ont été retrouvés préalablement
dans HFM (Figure 31) et dans PNM (Figure 37) lors des analyses en CLUHP-ESI-TI-SM/SM-

Corona. IIs correspondent tres probablement a sels de benzylalkylmethylammonium [71].
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Figure 44 : Spectres de masses du pic 1 (TR : 5,32 min) de PNM en CLUP-QTOF en POS
(a) et en NEG (b) et spectres de fragmentation SMF (c et d)

D'aprés la Figure 44, pour le produit du pic 1, la présence d'un ion majoritaire de m/z
351,013 est observée (a). Cependant, un ion de m/z 369,024 est aussi détecté
correspondant a I'adduit proton [M+H]* d’une molécule de MM 368 g/mol. Cette molécule
se fragmente dans la source pour donner l'ion de m/z 351,013 correspondant ainsi a la
forme ionique [M+H-H,0]*. Lion de m/z 323,016 (b), pourrait provenir de la
fragmentation a partir de I'ion de m/z 351,013 (a), indiquant une perte de 28u. Cette
différence peut correspondre a une perte de CO, N, ou CyHs [73]. En analysant les
formules brutes les plus probables pour la molécule et pour celle du fragment
correspondant, on peut conclure sur la perte de CO.

En mode d'ionisation négative (c), un ion de m/z 367,008 est retrouvé et pourrait
correspondre a [M-H]". Une perte de neutre d’'une molécule d'eau est aussi observée par
la présence de lion m/z 348,996 correspondant a la forme ionique [M-H-H,0]". L'ion-
fragment observé de m/z 321,003 (d) indique aussi une perte de 28u correspondant a la
forme ionique [M-H-H,0-CO]-.

Les données de masse entre le mode positif et négatif corrélent pour conclure sur une
molécule de masse moléculaire 368 g/mol. D’aprés le logiciel utilisé pour la lecture de la

spectrométrie de masse haute résolution, la formule la plus probable pour cette molécule
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est CigHgOq. D’aprés la littérature via SciFinder, aucune molécule d’origine naturelle n'a

été identifiée dans la littérature pour cette formule brute.
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Figure 45 : Spectre de masse du pic 2 (TR : 6,53 min) de PNM en CLUP-QTOF (a) en POS
et spectre de fragmentation SMF (b)

D'aprés la Figure 45, 4 ions prédominants ont été mis en évidence. On observe des
différences de 42 unités entre I'ion m/z 379,046 et I'ion m/z 337,036 ainsi qu’entre I'ion
de m/z 437,052 et celui de m/z 395,041. Cette différence ne correspond pas a un adduit
acétonitrile puisque dans ce cas, on aurait une différence de 41. Des hypothéses de
formule ont été élaborées grace au logiciel de spectrométrie de masse : CisHgO7 pour I'ion
de m/z 337,0348 et CyoH110g pour l'ion de m/z 379,0454. Ces deux formules mettent en
évidence une différence due a un groupement C,H,0. Concernant les autres ions, aucune
formule probable n'a été observée. L'analyse en mode négatif d'ionisation révele aussi la
présence de l'ion m/z 437,0498 majoritaire sous un profil isotopique trés particulier,
similaire a celui obtenu en mode positif d'ionisation. L'interprétation est relativement
difficile pour ce spectre de masse.

Cependant, une autre hypothése peut étre constituée en analysant les ions fragments.
Ils ne sont pas directement issus de la fragmentation de l'ion parent majoritaire en full
scan. La technique MSF casse tous les ions présents avec une énergie croissante. La
présence de l'ion de m/z 354,037, bien que non majoritaire sur le full scan, mais présence
d'ions fragments communs (entre a et b), pourrait correspondre a l'ion [M+H]*, déja
identifié en CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona (Figure 41). Il pourrait s’agir d’'une molécule
azotée de MM 353 g/mol. L'ion de m/z 337 peut correspondre a la perte de NHs. L'ion de
m/z 379,046 [M-NH3+42]" et I'ion de m/z 437,052 [M+H+83]" sembleraient correspondre
& des adduits acétonitrile. L'ion-fragment de m/z 309,040 présent en MSF pourrait

correspondre @ [M-NH3-CO+H]*, préalablement observé (Figure 41). L'analyse en
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ionisation négative n‘a pas permis de retrouver lion correspondant a [M-HT,

probablement d{ au fait que la molécule ne s’ionise pas bien en mode négatif.

Fractionnement de I’extrait PNM

Au vu de l'activité biologique de I'extrait PNM, de son profil chromatographique

relativement simple, et de la quantité importante extraite, un fractionnement a été réalisé

afin d’étudier la composition de cet extrait et éventuellement relier I'activité a un

composé. Celui-ci a permis de séparer I'extrait brut en 18 fractions de polarité croissante,

regroupées par profil CCM identique. Le nom des fractions, leur mélange de solvant dans

lequel les fractions ont été éluées sur la colonne et le rendement par rapport a la quantité

déposée d’extrait brut de PNM, soit 1 g, sont présentés dans le Tableau 20. Le

fractionnement a d'abord été réalisé sur 1 g d’extrait afin d'observer si la méthode de

fractionnement était correcte. L'ensemble de I'extrait nécessitera un fractionnement par la

suite.

Tableau 20 : Tableau récapitulatif des fractions obtenues a partir de PNM

Solvant d’élution | Rendement en mg par rapport a
Noms des fractions (CHCl3/MeOH ) I'extrait sec déposé 1g (%)
F1 99/1 2 (0,2%)
F2-3 99/1 2 (0,2%)
F4-6 99/1 3,5(0,4%)
F7-13 99/1 8,4 (0,8%)
F14-15 97/3 19,7 (2,0%)
F16-19 95/5 3,7 (0,4%)
F20-23 90/10 9,7 (1,0%)
F24-25 90/10 2,8 (0,3%)
F26-27 85/15 3,5 (0,35%)
F28-29 85/15 25,4 (2,5%)
F30 80/20 5 (0,5%)
F31-38 80/20 23,2 (2,3%)
F39-41 70/30 13,3 (1,3%)
F42-55 70/30 134,3 (13,4%)
F56-61 50/50 205,4 (20,5%)
F62-66 30/70 221,1 (22,1%)
F67-68 10/90 38 (3,8%)
F69 0/100 57,2 (5,7%)
Total 778,2 (77,8%)

Ces fractions sont alors analysées en CCM (Figure 46) puis en CLHP-SM/SM-Corona afin

de déterminer les ions majoritaires de chaque fraction. La multitude de données acquises
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a amené a se focaliser principalement sur les pics majoritaires retrouvés en CLHP-DAD. Le
détecteur universel corona nous permet de quantifier la présence des composés.

Sur la Figure 46 a gauche, une tache bleue (Rf 0,61) a été retrouvée dans la fraction
F16-19, visible seulement dans cette fraction. Cette fraction a alors été analysée en
infusion directe sur le LCQ en ESI positif, seuls les contaminants présents (Figure 31) ont
été retrouvés avec des ions de m/z 304,26 (pic 3), m/z 332,28 (pic 4), m/z 360,29 (pic
5) et m/z 388,39 (pic 6). Aucun ion majoritaire n'a été identifié. Il est possible que les
composés présents dans cette fraction ne s’ionisent pas bien avec I'électrospray. La
fraction F28-29 (Figure 46 gauche) présente un profil chromatographique relativement

simple et apparait en quantité suffisante (Tableau 20) pour continuer son analyse

chimique.

Phase stationnaire : Silice normale Phase stationnaire : Silice normale
Phase mobile : CHCl3/MeOH 9:1 (v/v) Phase mobile : Butanol/Acide acétique/Eau (BAW) 4:5:1
Détection UV : (v/v/v)
254 nm: —— Détection UV :
366 nm ;e 254nm:
Révélation : Vanilline sulfurique 366 nm: <
Révélation : Vanilline sulfurique

Figure 46 : CCM récapitulative des fractions réunies de I'extrait PNM de 1 a 38 (a gauche) et
de 39 a 69 (a droite)

Etude chimique de la fraction 28-29 de I’extrait PNM

Toutes les fractions ont été analysées en CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona. La fraction
F28-29 a montré un profil chromatographique relativement simple avec un pic majoritaire
donné par la barrette de diode (a Figure 47). Le spectre UV du pic a 7,5 min présente
quatre maxima d‘absorption : Amax = 243, 278, 331 et 344 nm (e Figure 47). Ce spectre

UV présente les méme Amax que lors de I'analyse de I'extrait brut PNM en CLUHP-BD a
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22,7 min (e Figure 37 : Amax = 2244, 246, 278, 330, 344 nm). Ces deux spectres UV

similaires démontrent que ces deux produits appartiennent au méme groupe chimique de

molécules. Sur le chromatogramme (b), le corona indique la présence de quantité sous le

pic correspondant a celui détecté sur le PDA. Néanmoins, d'autres pics sont aussi détectés

mais ne seront pas analysés ici puisqu'ils n‘absorbent pas en UV (a et ¢ Figure 47). En

mode d’ionisation positive (d Figure 47), un pic majoritaire a un temps de rétention de

7,76 min pouvant correspondre au pic 7,5 min sur le PDA en raison du montage en série

des détecteurs. D'autres pics présents aussi sur ce chromatogramme (d) indique que la

fraction n’est pas pure et ne seront pas traités ici.
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Figure 47 : Chromatogrammes de la fraction 28-29 de |'extrait méthanolique de P.niger
obtenus par CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona : PDA (a), Corona (b), 254 nm (c), MS base
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Figure 48 : Spectre de masse en full scan du pic (TR : 7,76 min) de la fraction 28-29 de
PNM, en mode positif d'ionisation

La Figure 48 révele pour le pic (TR : 7,76 min) un ion majoritaire de m/z 354,24
pouvant correspondre a I'adduit proton [M+H]" d'une molécule de MM 353 g/mol comme
décrit précédemment lors de I'analyse du pic 2 (TR : 7,72 min) (a Figure 41) de I'extrait
brut de Phellodon niger. Un ion de m/z 337,12 identifié en full scan pourrait correspondre
a la forme ionique [M-NHs+H]*. Le mode data dependent scan n'a pas permis de
retrouver les mémes ions fragments que décrit précédemment pour I'extrait (b Figure 41)
et n‘est donc pas présenté ici. Afin de confirmer I'nypothése que cet ion de m/z 354,24
présents dans la fraction 28-29 soit le méme que celui identifié dans l'extrait brut, la
fraction est ainsi analysée en CLUP®-ESI-QTOF-SMF dont le chromatogramme (Figure 49)

et les spectres (Figure 50 et Figure 52) sont présentés ci-dessous.
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Figure 49 : Chromatogramme de la fraction 28-29 de I'extrait PNM en CLUP®-ESI-QTOF-
SMF

%2 |
TOSEAT g3 4543

_ 1259
414429

Sur la Figure 49, les quatre ions identifiés comme contaminants, sels de benzylalkyl-

méthylammonium sont toujours présents 3, 4, 5, 6 [71]. Cependant, on note aussi la
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présence de deux pics, 1 et 2 dont les spectres de masse sont présentés (Figure 50) et
(Figure 52).
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Figure 50 : Spectre de masse du pic 1 (TR : 5,88 min) de la fraction 28-29 de I'extrait
PNM en CLUP®-ESI-QTOF-SMF en positif (a) et spectre de fragmentation SME (b)

Sur la Figure 50, pour le pic 1, on note la présence d'un ion majoritaire de m/z
309,076, correspondant probablement a [M+H]". Les ions-fragments de m/z 291,065 et
de m/z 263,070, présents sur le spectre (b), pourraient correspondre respectivement a
une perte d’eau [M+H-18]%, et a la perte de [M+H-18-28]" pouvant correspondre a
[CO+H,0] caractéristique d'une fonction acide carboxylique. Le logiciel MassLynx propose,
pour m/z [M+H]* 309,076, une formule brute probable CigH130s". De nombreux acides
identifiés chez les macromycétes sont retrouvés chez les Boletales [75], notamment
I'acide pulvinique correspondant a la formule brute CigH1,05 (40 Figure 51). L'isolement
de la molécule et la réalisation d’expérience en R permettraient de déterminer la structure

avec certitude.

HO. .O
OH
NN
(o]
40'::I
CigH1,05

MM 308,28 g/mol

Figure 51 : Structure chimique de I'acide pulvinique (40)

Le spectre en ionisation négative n'a pas permis de retrouver l'ion correspondant a [M-
H] ou encore a un adduit acide formique [M-HCOOH-H]". Dans le cas de I'hypothése d'une

molécule acide, cela semble relativement inattendu.
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Figure 52 : Spectre de masse du pic 2 (TR : 6,51 min) de la fraction 28-29 de I'extrait
PNM en CLUP®-ESI-QTOF-SME en positif et spectre de fragmentation SME (b)

D'aprés la Figure 52, 4 ions prédominants ont été mis en évidence (a). On observe des
différences de 42 unités entre I'ion m/z 379,046 et I'ion m/z 337,036 ainsi qu’entre I'ion
de m/z 437,052 et celui de m/z 395,041. Ce spectre de masse a déja été analysé Figure
41 pour le pic 2 de I'extrait PNM.

La présence de I'ion m/z 354,037 en MSE (b), bien que non majoritaire sur le full scan,
pourrait correspondre au [M+H]", déja identifié lors de I'analyse de l'extrait PNM en
CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona (Figure 41) et en CLUP-QTOF (Figure 45) en mode positif
d'ionisation. Il pourrait s'agir hypothétiquement d'une molécule azotée de MM 353 g/mol.
L'ion m/z 337 peut correspondre a la perte de NHs. L'ion m/z 379,046 [M-NH3+42]" et
Ilon m/z 437,052 [M+H+83]" semblerait correspondre a des adduits acétonitrile. L'ion-
fragment m/z 309,040 présent en MSE pourrait correspondre & [M+H-NHs-CO]*,
préalablement identifié sur la Figure 41. L'analyse en ionisation négative n'a pas permis de
retrouver l'ion correspondant a [M-H], probablement d( au fait que la molécule ne

s'ionise pas bien en mode négatif.

Conclusion sur I'analyse de I'extrait méthanolique de Phellodon niger

Analyse de I'extrait brut PNM

L'extrait méthanolique de Phellondon niger a révélé quant a lui un chromatogramme
plus simple que le précédent extrait en CLUHP-BD avec un pic majoritaire et d’un pic tres
large sur le chromatogramme a 254 nm (chromatogramme rose Figure 36) avec le
gradient 1.

D'apres les données de la littérature, le composé supposé de MM 352 g/mol pourrait
correspondre a l'acide théléphorique (38) composé déja isolé de I'espéce Phellodon niger
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[71]. En revanche, la molécule ayant une masse supposée de 353 g/mol n‘a pas été
identifiée dans la littérature dans le regne des Fungi. Une analyse en spectrométrie de
masse haute résolution nous a permis de supposer une formule brute probable.

En CLUP®-ESI-QTof-SME, deux pics ont particuliérement été étudiés (1 et 2 Figure 43).
Le pic 1 a 5,33 min laisse supposer une molécule de masse 368 g/mol. Cette molécule
aurait pour formule brute probable CigHgOg qui n‘a pas été retrouvée dans la littérature
des produits naturels isolés.

La présence du pic 2 (TR : 6,51 min) laisse supposée une masse moléculaire de 353
g/mol. Cette masse était aussi retrouvée en CLUHP-ESI-TI-SM/SM-Corona et était
identifiée comme une molécule azotée non identifiée dans la littérature dans le régne des

Fungi.

Analyse chimique de la fraction 28-29 de I'extrait PNM

Le Tableau 22 résume les ions obtenus en CLUP®-ESI-QTof-SME pour I'analyse de cette
fraction.

La présence de l'ion de m/z 309,05 en mode positif d'ionisation (pic 1 Figure 50) est
détectée dans cette fraction. Cet ion a été préalablement évoqué comme ion-fragment
d’un ion de m/z 354,21, identifié comme le pic 2 lors de |'analyse de I'extrait brut PNM
(Figure 45). Cette molécule pourrait correspondre a I'acide pulvinique (Figure 51), déja
identifié chez les Boletales [75].

Les composés détectés dans I'espece Phellodon niger proviendraient de la méme voie
de biosynthése. La biogénése des composés terphényles provient de la voie de l'acide
shikimique, transformé en acide chorismique puis en acide arylpyruvique [71]. Les
terphényles quinones, résultant de la condensation de deux molécules, sont des composés
produits par les basidiomycétes, dont appartient I'espece Phellodon niger. Lors de cette
biosynthése, un grand nombre de dérivés d'acides pyruviques interviennent. L'atro-
mentine, terphényle quinone (MM 324 g/mol CigH1206), est lintermédiaire pour de
nombreuses conversions pour des composés plus hydroxylés et pour les acides
pulviniques. Ces petits acides, théléphoriques et pulviniques, retrouvés dans les
macromycéetes dont les boletales [75], sont identifiés comme étant des pigments. Dans
ces deux publications [71] et [75], les terphényles ont présentés des activités

biologiques : antioxydante, piégeurs de radicaux libres et antibactérienne.
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L'ion de m/z 354,037 en mode positif d'ionisation (pic 2 Figure 52) est détecté dans
cette fraction. Cet ion, préalablement identifié comme pouvant correspondre a une
molécule de masse moléculaire 353 g/mol, laisse supposée une molécule azotée.

Cette fraction a subi une analyse RMN mais était difficilement analysable en raison
d’une fraction non pure. Un nouveau fractionnement serait nécessaire afin d’obtenir un
seul pic sur le chromatogramme, qui pourrait alors étre plus facilement analysable en RMN

afin d’obtenir la structure de la molécule.

Les deux méthodes utilisées, trappe d‘ions (TI) et QTOF sont deux analyseurs
différents. Le mode data dependent scan est possible seulement avec la TI. Il est plus
facile de corréler les ions fragments aux ions parents. Cette technique, utilisant la trappe
d’'ion, nous permet de faire du data dependent scan ce qui facilite I'analyse pour corréler
les fragments. Cependant, la précision est plus importante avec un Quadrupole Time Of
Flight (QTOF) ; technique de haute résolution nous permettant d‘obtenir la formule brute.

La source d'ionisation, électrospray, est la méme pour les deux techniques. Cependant,
les gradients utilisés ont été légerement différents (HCOOH présent dans |'eau et dans

I’ACN pour la haute résolution). Ceci pourrait expliquer les différences d'ionisation
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Tableau 21 : Récapitulatif des analyses de spectrométrie de masse sur les extraits méthanoliques des deux especes étudiées

Hydnellum ferrugineum Phellodon niger
MM MM
Pic Positif | Négatif Structure chimique Positif Négatif Molécule
TR supposée | Molécule supposée TR supposée Structure chimique supposée
(m/z2) (m/z) supposée (m/z2) (m/z2) supposée
(g/mol) (g/mol)
OH
Acid 0 _{
370,94 LA O _OH e o A ’f\ \.f,*“’”
1 |63 - 388 Hydnuferruginine . ] 7,1 353,11 351,14 352 théléphorique ~ 1>
CLUHP- 388,94 HO™ 0 N o)y
o f C1gH30g I
-Tl- b HO
ESI-TI Y
SM/SM-
\
415,01 — f
Corona Ho--{’_ ) o on Azotée
2 7,4 | 371,06 | [M+HCO 370 Hydnuferrugine - l}\j 7,7 354,21 352,20 353 ?
I o™ ?
OH-HJ °
[a]
CcLUp®- 1 533 369 367,008 368 Cy5HgOg ?
ESI-
Réalisé mais présence de contaminants nylon => Non interprétable Azotée
QTof- 2 6,51 354,037 353 ?
?
sM°
Tableau 22 : Récapitulatif des analyses chimiques sur la fraction 28-29 de I'extrait Phellodon niger méthanolique (PNM)
Phellodon . Fraction 28-29
- Plc TR ) r - r r V4 - - V4
niger Positif Négatif MM supposée (g/mol) Molécule supposée Structure chimique supposée
HO.__O
OH
CLUP®-ESI- 1 5,88 309,076 - 309 CisH1205 O N O
o]
QTof-SME S
2 6,51 354,037 - 353 Azotée ? ?
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Conclusion

La strongylose a Haemonchus contortus est une parasitose présente chez les ovins sur
tous les continents. En France métropolitaine, 'haemonchose n’est pas la plus fréquente
des strongyloses. Cependant, des conditions climatiques chaudes et humides sont
favorables a |'apparition brutale et imprévisible de ce parasite, notamment de juin a
septembre [76]. Ce parasite hématophage provoque des ravages dans les élevages des
moutons avec en symptome principal une anémie pouvant conduire a la mort de I'animal
parasité ou encore une altération de la laine et une baisse de reproduction. Différents
moyens de lutte contre ce strongle gastro-intestinal chez les ovins peuvent étre utilisés.
Les anté-endectocides, tels que les benzimidazoles et pro-benzimidazoles, sont les deux
familles les plus utilisées dans les élevages laitiers dans le monde [19] car ils disposent de
délais d'attente nuls pendant la lactation. D'autres anté-endectocides tels que les imidazo-
thiazoles, tétrahydropyrimidines et les phénols halogénés sont aussi utilisés. Enfin, les
endectocides tels que les lactones macrocycliques sont largement utilisés car ils possédent
un spectre d’action large et une activité rémanente. Cependant, I'apparition de résistances
dans les années 1960 devient une préoccupation majeure dans |'‘économie de la
pharmacie vétérinaire. Il s'agit d'une diminution de la réponse au traitement chez une
population sensible. Ceci est di a une préadaptation par mutation dont la transmission est
héréditaire. L'utilisation de ces anthelminthiques exerce une pression de sélection

permettant aux parasites naturellement résistants de survivre et de se reproduire.

Le grand public se préoccupe de plus en plus de I'utilisation de substances chimiques en
agriculture et de la présence de résidus médicamenteux dans les biens de consommation
[22]. L'Union Européenne encourage donc les projets visant a la recherche de solutions
alternatives a l'utilisation d‘anthelminthiques. C'est dans ce contexte qu'a été réalisé le
travail expérimental présenté dans cette thése : une étude chimique et biologique (activité
antiparasitaire sur Haemonchus contortus) de deux champignons oubliés, présents en

grande quantité dans la région Midi-Pyrénées, Hydnellum ferrugineum et Phellodon niger.

A partir de ces deux champignons, des extraits de polarités différentes ont été réalisés.
L'activité biologique de chaque extrait brut a alors été étudiée sur deux tests différents :

test d'éclosion des ceufs et test de dégainement des larves sur une souche sensible
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d’Haemonchus contortus et sur une souche résistante aux traitements anthelminthiques
de type benzimidazoles et aux avermectines. Les extraits aqueux et méthanoliques se
sont revelés avoir la meilleure activité inhibitrice sur I'éclosion des ceufs et sur le
dégainement des larves aux différentes concentrations testées. Ces deux types d’extraits
ont été analysés pour étudier leur composition chimique. Les extraits aqueux étant
difficiles a étudier, nos efforts se sont focalisés sur les extraits méthanoliques. Celui
d'Hydnellum ferrugineum (HFM) a présenté un profil chromatographique relativement
complexe. En spectrométrie de masse, deux composés ont été proposés pour HFM :
hydnuferrugine et hydnuferruginine, molécules préalablement isolées chez Hydnellum
ferrugineum par Gripenberg en 1974 puis en 1981 [62]. Pour I'extrait brut méthanolique
de Phellodon niger, une molécule de masse moléculaire 308 g/mol a été identifiée pouvant
correspondre a l'acide pulvinique. Au vu des résultats d'activité biologique, du profil
chromatographique et de la quantité de I'extrait brut PNM, un fractionnement a été réalisé
sur ce dernier extrait. Dix huit fractions ont été obtenues sur la base des profils
chromatographiques des sous-fractions. La fraction F28-29 a été plus particulierement
étudiée. Un composé pourrait correspondre a l'acide théléphorique, composé isolé d'un
certain nombre de champignons dont notamment Hydnellum ferugineum et Phellodon

niger, répertoriés dans la revue de Liu [71].

Afin de déterminer ou se concentre l'activité, il faudrait réaliser a nouveau les deux
tests biologiques sur les différentes fractions obtenues. Ensuite, un fractionnement sur la
quantité totale d’extrait pourra étre envisagé dans le but d’obtenir une quantité plus
importante permettant de fractionner a nouveau l'extrait actif dans le but d‘isoler la (ou
les) molécule(s) responsable(s) de l'activité observée. Des analyses structurales plus
approfondies, comme la RMN, permettront de déterminer la structure de ce(s)

composé(s).

L'objet de cette étude était de trouver des solutions alternatives aux traitements
anthelminthiques de synthese. Des résultats intéressants ont été retrouvés sur les deux
tests réalisés, inhibition de dégainement des larves et inhibition de I'éclosion des ceufs en
larves. Les extraits polaires ont montré des résultats particulierement intéressants
notamment I'extrait aqueux de Phellodon niger, avec une activité inhibitrice 50 fois moins

active que I'anthelminthique thiabendazole, utilisé comme témoin positif. Cet extrait s'est

Peters Marion | Etat des lieux des traitements anthelminthiques sur Haemonchus contortus. Evaluation chimique 99
et biologique sur ce parasite de deux macromycetes : Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum



révélé difficilement analysable du point de vue de sa composition. Des analyses
complémentaires pour la séparation des composés présents dans |'extrait pourraient étre
élaborées. L'extrait méthanolique de Phellodon niger a aussi présenté des résultats
intéressants et a été fractionné dans cette étude. Cependant, des tests biologiques sont
indispensables afin de savoir quel est le composé responsable de Iactivité. Un

fractionnement bio-guidé est alors nécessaire.
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Etat des lieux des traitements anthelminthiques sur Haemonchus contortus, strongle
gastrointestinal des ovins. Evaluation chimique et biologique sur ce parasite de deux

macromyceétes : Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum

(m Les résistances aux anthelminthiques étant de plus en plus présentes dans les élevages ovins, il est\
nécessaire de développer des alternatives aux traitements anthelminthiques de synthése (AHs). Le
z laboratoire PHARMA-DEV collabore avec I'Ecole Vétérinaire de Toulouse pour développer des molécules
: d’origine naturelle a visée antiparasitaire. Une présentation d'un parasite gastro-intestinal, Haemonchus
\m contortus, permet de détailler ses caractéristiques et les traitements actuels utilisés pour le vaincre.
Dans ce but, deux especes de champignons, Phellodon niger et Hydnellum ferrugineum ont alors été
m étudiées d'un point de vue chimique et biologique sur ce parasite. Des extraits ont été réalisés a partir
de ces deux especes et ont été testés sur I'inhibition du dégainement des larves et sur l'inhibition de
I'éclosion des ceufs en larves. Les extraits polaires ont montré des résultats intéressants. Un
fractionnement de l'extrait méthanolique de Phellodon niger a permis de supposer la présence de
certains composeés, préalablement identifiés dans la littérature. Des études sont a poursuivre par le biais

d’un fractionnement bio-guidé dans le but d'identifier et d'isoler la ou les substances responsables de
\ I'activité. /

mots-clés : Haemonchus contortus, anthelminthiques, résistances, alternatives, Phellodon
niger, Hydnellum ferrugineum, activité biologique, composition chimique

Review of anthelmintic treatments on Haemonchus contortus. Chemical and biological
evaluation on this parasite of two macromycetes : Phellodon Niger and Hydnellum

ferrugineum

Anthelmintic resistances are being more and more present in sheep breedings. Human population is\
worrying about chemical inputs in their food. It is necessary to develop alternative to synthetic
anthelmintic treatments (AHS). The Veterinary School of Toulouse is involved by participating in an
European project which tend to search natural product to target parasite. PHARMA-DEV, which is a
phytochemistry lab, is part of Midi-Pyrénées region’s project interested in enhancing local fungi. A
gastrointestinal parasite Haemonchus contortus is presented. The actual synthetic treatments used are

detailed. Two species of mushrooms, Phellodon niger and Hydnellum ferrugineum have been biologically

ABSTRACT

and chemically studied to develop alternative to anthelmintic. Extracts from both species were
performed and tested by two assays : Larval Exhealthment Inhibition Assay (LEIA) and Egg Hatch
Assay (EHA). Methanolic extracts provides interesting result. The Phellodon niger's one were splited and
chemically studied. Some molecules were hypothetically identified and first isolated in literature. Studies

must be continued through assays and splitting in order to identify and isolate the substances

responsible for the activity.

- /

keywords : Haemonchus contortus, anthelmintics, resistances, alternatives, Phellodon niger,
Hydnellum ferrugineum, biological activity, chemical composition
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